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El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de  condiciones nutricionales y físico 
químicas sobre la producción de clamidosporas del hongo Duddingtonia flagrans en un 
sistema de fermentación en estado sólido y posteriormente  proponer una estrategia de 
escalado  en  un fermentador de bandejas.  
En primer lugar,  el efecto de fuentes de carbono, nitrógeno y sustancias inductoras  fue 
evaluado mediante un diseño de experimentos Plackett Burman, el cual permitió identificar 
que la  fuente de nitrógeno inorgánico (sulfato de amonio) y la fuente de carbono (acetato 
de sodio) presentaron un efecto significativo positivo en la producción de clamidosporas; 
expresada como clamidosporas/g sustrato seco. Posteriormente, se evaluaron las 
condiciones físicas químicas mediante un diseño de experimentos factorial fraccionado, 
en el cual no se encontraron  factores significativos que favorecieran la producción de 
clamidosporas. Finalmente se optimizaron las concentraciones de sulfato de amonio y 
acetato de sodio mediante un diseño central compuesto (DCC) y con la metodología de 
superficie de respuesta (MSR) se determinó que bajo las condiciones evaluadas las 
mejores concentraciones para la producción de clamidosporas de D.flagrans en un 
sistema de fermentación en estado sólido a escala de laboratorio son 0,25%p/p de sulfato 
de amonio y 0,56%p/p de acetato de sodio. Finalmente, se propuso una estrategia de 
fermentación a escala piloto en un fermentador de lecho fijo (fermentador de bandejas) la 
cual permitió disminuir el tiempo de fermentación 14 días a 7 días logrando un rendimiento 
promedio de 2,364x107 clamidosporas/ g sustrato seco con una productividad de 3,38x106 
clamidosporas/ g sustrato seco día.     
 
Palabras clave: fermentación sólida, clamidosporas, rendimiento, D. flagrans, 








Resumen   
 
Abstract  
The objective of this research was to evaluate the effect of nutritional and physical 
conditions on the production of chlamydospores of the fungus Duddingtonia flagrans in a 
solid-state fermentation system and then to propose a scaling strategy in a tray fermenter. 
First, it was studied the effect of carbon, nitrogen and induced substances sources through 
a design of Plackett Burman experiments. The Plackett Burman design allowed to identify 
that the source of inorganic nitrogen (ammonium sulfate) and the source of carbon (sodium 
acetate) present a significant positive effect in the production of chlamydospores; 
expressed as chlamydospores/g dry substrate. Subsequently, the physical and chemical 
conditions were evaluated by a fractional factorial design, in which no significant factors 
were found that favor the production of chlamydospores. Finally, the concentrations of 
ammonium sulphate and sodium acetate were optimized with a central composite design 
(DCC) and with the response surface method (MSR). It was determined that under the 
conditions evaluated the best conditions to produce D. flagrans chlamydospores by 
fermentation system in solid state and laboratory scale are 0.25% w/w of ammonium sulfate 
and 0.56% w/w of sodium acetate. Finally, a fermentation strategy on a pilot scale was 
proposed in a fixed biorreactor (tray fermenter) in which the fermentation time will be 
reduced from 14 days to 7 days, achieving an average yield of 2,364x107 chlamydospores 





Keywords: solid state fermentation, yield, D. flagrans, chlamydospore and try 
bioreactor  
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Uno de  los problemas sanitarios con mayor prevalencia a nivel mundial que afecta  a la 
industria ganadera (incluyendo ovinos y caprinos)  es  la aparición de enfermedades 
gastrointestinales (EGI) ocasionadas por nematodos o agentes parasitarios (Soca, Roque, 
& Soca, 2005). Estas  enfermedades son responsables de  causar  retrasos en el 
crecimiento, pérdidas de peso y problemas gástricos en animales, ocasionando 
disminuciones en el rendimiento productivo y pérdidas económicas en el sector pecuario 
(Buzatti et al., 2015). 
  
El costo de la presencia de enfermedades  parasitarias en el ganado se ha estimado en 
países como el Reino Unido, Suiza y los Estados Unidos. Este costo, que incluye 
disminuciones en la productividad ganadera y el uso de  tratamientos químicos, tiene un 
valor aproximado  entre € 99 millones y € 400 millones según el país (Morgan et al., 2013).  
En  Norte América, industrias productoras de carne y leche de origen vacuno reportan un 
costo anual de más de $ 2 mil millones de dólares gastados   en tratamientos adicionales, 
conllevando a perdidas en la productividad debido a las infecciones por nematodos 
(Jelinski, Lanigan, Gilleard, Waldner, & Royan, 2016). 
 
 Aunque en Colombia no se cuenta con estudios que reporten el costo económico de las 
EGI, en  América Latina, en países como  México y Brasil se alcanzan valores de           
$445.10 millones y $13.96 mil  dólares  respectivamente (Rodriguez et al., 2017) 
 
Debido a esta problemática, el uso de sustancias antihelmínticas (fármacos de origen 
químico) sobresale como una estrategia de control a las poblaciones de nematodos, debido 
a ventajas  como: la eficacia sobre un amplio espectro de especies, su  fácil uso y bajo 
costo frente a otras medidas de tipo sanitario, razones por las cuales son  ampliamente 
utilizados. No obstante,  debido al uso irracional, improvisado, y sin previo diagnostico 
específico de las enfermedades, se ha empezado a registrar fenómenos de resistencia 
antihelmíntica.  
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Este fenómeno se presenta cuando  hay una disminución de la efectividad del fármaco 
sobre las poblaciones parasitarias y actualmente constituye una amenaza importante para 
el control de los parásitos en los rumiantes. En Colombia se cuentan con datos tangibles 
del fenómeno de resistencia  antihelmíntica, es así como en un estudio realizado por 
Márquez demostró que de 36 fincas lecheras evaluadas en la sabana de Bogotá, el 25% 
de estas presentaron resistencia a tratamientos químicos como el albendazol y la 
ivermectina (Márquez, Jiménez, García, & Garzón, 2008). Adicional a esto, la efectividad 
de estos dos tratamientos químicos ha presentado una disminución de 100% al 75% y 70% 
respectivamente (Herrera, Ríos, & Zapata, 2013) 
 
Frente a esta situación es necesario recurrir a nuevas alternativas que complementen los 
tratamientos farmacológicos en el control integrado de parásitos.  En este sentido, estudios 
previos indican que los hongos nematófagos, (HNF) tienen la capacidad de atrapar, 
controlar y alimentarse de nematodos (Ortiz et al., 2017). De manera más específica el 
hongo   Duddingtonia flagrans  se ha destacado por ser un microorganismo promisorio 
para el control biológico debido a la producción masiva de estructuras de resistencia 
denominadas clamidosporas.  
 
Estas clamidosporas pueden ser suministradas a diferentes animales rumiantes ya que 
son capaces de atravesar el tracto gastrointestinal y logran sobrepasar condiciones 
adversas como: ambientes micro  aerofílicos o anaerobios, altas presiones osmóticas y 
temperaturas de 38 a 42°C. Posteriormente son eliminadas a través de las heces y con las 
condiciones medio ambientales adecuadas germinan dando origen a estructuras hifales 
que son las encargadas del atrapamiento de las larvas de los nematodos presentes en los 
pastizales (A. Da Silva et al., 2009) (Waller, Faedo, & Ellis, 2001). 
 
En el mundo, las investigaciones  se han centrado en el desarrollo de un bioproducto 
basado en las clamidosporas de D. flagrans. En el 2009, la Corporación Colombiana De 
Investigación Agropecuaria (AGROSAVIA) inició las investigaciones sobre los hongos 
nematófagos, obteniendo el primer aislamiento del hongo D. flagrans (Agrosavia-
BGMSABV-Df-Col-H-001-2014)  en el país  (Garcia, 2014). Luego se adelantó la 
caracterización fisicoquímica del crecimiento radial del hongo y la evaluación de diferentes  
sistemas de fermentación para la producción de clamidosporas obteniendo que las 
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mejores condiciones fueron la fermentación en estado sólido, usando como sustrato arroz 
a una temperatura de 25±2°C durante 14 días.  
 
A nivel mundial son pocas las investigaciones que han estudiado la producción de 
clamidosporas de D. flagrans, no obstante  autores especializados en el tema han definido  
que la producción de estas estructuras puede desarrollarse en cultivo sumergido y/o en 
cultivo en estado sólido. Cabe resaltar que la mayoría de las investigaciones adelantadas 
son en sistemas de fermentación en estado líquido y a escala de laboratorio.   
 
El mayor rendimiento reportado de la producción de clamidosporas de D. flagrans en 
cultivo en estado sólido es el reportado por Da Silva, con un valor en el rendimiento de   
2.43x104 clamidosporas g sustrato seco-1 (M. da Silva et al., 2013).  Si bien, la producción 
de bioproductos a base de estructuras de resistencia en fermentación en estado sólido 
(FES)  con hongos como Trichoderma sp.  y Beauveria bassiana presentan mejores 
productividades en comparación con D.flagrans; obteniendo valores de  9x108 
conidios/gramo sustrato seco   y 4x109 conidios/gramo sustrato seco respectivamente 
(Cruz, 2014) (Pham, Kim, & Kim, 2010).   
 
Esto demuestra que los procesos actuales de obtención de clamidosporas no son 
totalmente eficientes, debido a tiempos de fermentación prolongados (mayor a 7 días)  y 
bajos rendimientos lo que conlleva  a  realizar mejoras en el proceso productivo de         D. 
flagrans, con el fin de aumentar la concentración de clamidosporas y por ende tener 
incrementos en la productividad, adicional a esto es importante mencionar que 
actualmente no se encuentra reportada ninguna investigación que se base en estrategias 
de producción masiva (nivel industrial)  de clamidosporas de este microorganismo en 
sistemas de cultivo sólido. 
 
Por lo tanto, este trabajo estudia diferentes condiciones nutricionales y físico químicas con 
el fin de mejorar la producción de clamidosporas de D. flagrans en un sistema de 
fermentación en estado sólido. Para esto, se realizó una selección de fuentes de carbono, 
fuentes de nitrógeno, e inductores de esporulación reportada como sustancias que 
favorecen los procesos de esporulación en diferentes especies de hongos nematofagos. 
Luego, se estudiaron las condiciones físicas químicas que  han sido catalogadas como 
variables importantes durante los procesos de FES. Una vez se determinó las sustancias 
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y condiciones que favorecieron la producción de clamidosporas, se propuso una estrategia 
de fermentación a mayor escala en un fermentador de bandejas. De esta manera se 
determinó el efecto del cambio de escala en parámetros como la productividad y el 



































Pregunta de investigación  
¿Qué factores favorecen la producción de clamidosporas de D. flagrans en un 





Objetivo general  
Determinar las condiciones nutricionales y físico químicas que favorecen la producción de 
clamidosporas de  Duddingtonia flagrans en un sistema de fermentación sólida 
 
 
Objetivos específicos  
 
• Evaluar el efecto de fuentes de carbono, fuentes de nitrógeno y sustancias 
inductoras  sobre la producción de clamidosporas del hongo   D. flagrans 
• Establecer las condiciones físico químicas de la fermentación sólida que 
favorezcan la producción de clamidosporas del hongo          
• Evaluar las condiciones seleccionadas en un biorreactor de bandejas 
 
1. Marco teórico  
1.1 Fermentación en fase sólida  (FES) 
La fermentación en estado sólido es un  proceso en el que los microorganismos se 
desarrollan sobre materiales o sustratos sólidos ausentes de agua libre.  Este sustrato, 
tiene como función principal aportar los macroelementos (carbono y nitrógeno), 
microelementos, y ser un  soporte físico para el desarrollo de los microorganismos 
(Pandey, Soccol, & Mitchell, 2000). 
Los procesos de FES son originarios de épocas antiguas,  iniciando con la obtención de 
diferentes productos alimenticios como el koji, en la sacarificación del arroz para la 
producción de bebidas fermentadas como el sake y la producción de vinagre. Actualmente 
la FES se muestra como una estrategia tecnológica para diferentes industrias como la 
industria química y farmacéutica, industria alimenticia y el sector agropecuario, mediante 
la  producción de ácidos carboxílicos, (fumárico, oxálico, linoleíco), producción de goma 
xantana, vitaminas, pigmentos,  biopesticidas y biofertilizantes, entre otros.  
Una de las principales razones por las cuales se emplean los procesos de FES, se debe a 
que es un proceso  que se simula las condiciones de crecimiento de microorganismos 
como lo haría en su hábitat natural, principalmente en organismos filamentosos obteniendo 
un crecimiento adecuado del hongo para la formación de hifas y estructuras de resistencia 
como conidios o esporas y se pueden llegar a obtener mejores rendimientos en 
comparación con los cultivos sumergidos. También, permite el uso de residuos 
agroindustriales. Sin embargo, cada proceso es diferente dependiendo principalmente del  
tipo de microorganismo y el sustrato empleado, en el que se incluyen  diferentes  sustratos 
como cereales y residuos agroindustriales como los presentados en la Tabla 1. 
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Producto obtenido   
 
Referencia  
Yuca  Aspergillus niger  producción de 
antibióticos  
(Barrios-González, Martínez, 
Aguilera, & Raimbault, 1989) 
Granos de 
arroz  
Streptomyces sp. producción de 
antibióticos 
(Naggar et al., 2009) 
Bagazo de 
caña   
Gibberella fujikuroi  
ácido giberélico  
(Otálvaro, 2005) 








Beauveria bassiana  producción de 
conidios  

























(Soni, Nazir, & Chadha, 2010) 
 






Pigmentos para la 
industria alimenticia  
(Seyedin, Hatamian-zarmi, 
Rasekh, & Mir-derikvand, 2015) 
 
No obstante,  a pesar de que la FES es un proceso usado para la obtención de diferentes 
productos biotecnológicos, se deben considerar sus ventajas y desventajas las cuales 
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Tabla 2 Ventajas y desventajas de la FES 
 
Ventajas  Desventajas 
Se producen productos de alto valor 
agregado utilizando residuos 
agroindustriales de bajo costo 
Problemas en la disipación del calor, lo 
que dificulta el control de la temperatura 
dentro de las partículas y en los espacios 
intrapartícula 
Permite obtener buenas tasas de 
producción y buenos valores en la 
productividad 
Requerimientos de inóculo altos (mayor al 
10%) en comparación con la 
fermentación sumergida. 
La matriz o sustrato sólido empleado es 
un ambiente similar al hábitat natural de 
los microorganismos, especialmente 
para los hongos filamentosos 
Por ser un sistema heterogéneo, los 
procesos de mezcla se dificultan y el 
crecimiento de los microorganismos se 
restringe debido de la difusión de los 
nutrientes. 
Bajos requerimientos de agua 
Dificultad en el control de las variables 
claves del proceso. 
No es necesario el uso de sustancias 
químicas como antiespumantes 
Problemas en el escalado de los 
procesos. 
 
En los procesos de FES existen factores que afectan significativamente el desarrollo del 
microorganismo debido a que el  comportamiento  fisiológico de estos  está 
intrínsecamente relacionado con la selección de los factores físico químicos y nutricionales, 
lo cual apuntará a un adecuado desarrollo del proceso fermentativo, por tal motivo es 
necesario dirigir los estudios a la mejora de los parámetros de proceso ya que son varios 
los  factores que pueden producir efectos positivos o adversos sobre la productividad de 
un bioproceso. 
1.2 Factores influyentes en la FES  
Los factores que influyen  en la FES varían de un proceso a otro,  dependiendo del tipo de 
sustratos y los microorganismos utilizados y  también en la escala del proceso.                          
A continuación, se describen los factores más influyentes sobre el cultivo en fase sólida.  
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1.2.1 Tipo de sustrato  
Los sustratos que se emplean para la  FES  se caracterizan por ser materiales con una 
baja o nula solubilidad y actúan  como soporte físico y fuente de macronutrientes como el 
carbono puesto que a nivel estructural poseen compuestos complejos como;  
hemicelulosa, celulosa, lignina, almidón y/o pectina principalmente (Manpreet, Sawraj, 
Banerjee, Pankaj, & Banerjee, 2005; Soccol et al., 2017).  Dentro de los sustratos 
empleados se incluye diferentes  tipos de cereales y/o subproductos del sector 
agroindustrial, clasificados en tres grandes grupos:  
▪ Sustratos sólidos amiláceos: arroz, yuca, salvado de trigo, salvado de arroz, semillas 
de trigo, harina de maíz, residuos de papa y harina de plátano.  
▪ Sustratos sólidos lignocelulósico: subproductos de trigo, subproductos del  maíz, 
subproductos del arroz y el bagazo de caña de azúcar.  
▪ Sustratos sólidos que contienen  azucares solubles: remolacha azucarera, 
subproductos de la piña y pulpa de café.  
 
Adicional a las características nutricionales, existen  parámetros físicos químicos del 
sustrato que son importantes para  el buen desarrollo de los procesos de FES  como:  la 
porosidad, el tamaño de partícula  y el área superficial.  Estos  son factores importantes ya 
que están relacionados con  la transferencia de oxígeno, la transferencia de calor, y 
favorecen la utilización del sustrato.  
 
La porosidad de la matriz está implicada en la difusión del oxígeno. La importancia de la 
porosidad del sustrato se debe a que pueden existir  poros entre las partículas y poros al 
interior de la partícula lo cual puede tener efectos ya sea positivos o negativos en la difusión 
del oxígeno.  Algunos expertos en el tema mencionan que la porosidad puede afectar 
actividades enzimáticas relacionadas con el crecimiento microbiano, sin embargo son 
interacciones complejas que no se han determinado de manera precisa (Krishna, 2005). 
El  tamaño de partícula es importante ya que afecta la relación área superficial por unidad 
de volumen y esta determina el sustrato  disponible para el crecimiento del 
microorganismo, teniendo en cuenta que el crecimiento inicia por la parte superficial de la 
partícula y procede de una fase de penetración, por tal motivo se deben tener tres 
consideraciones: 
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▪ Los tamaños de partícula entre 0,02-0,2 mm son ideales, ya que permiten un área 
superficial por unidad de volumen de mayor disponibilidad   para el crecimiento 
microbiano 
▪ Si el tamaño de partícula es muy pequeño (<0,02mm) pueden presentarse 
problemas de aglomeración, ocasionando problemas de transferencia de oxígeno, 
afectando principalmente a organismos aerobios. 
▪ Partículas de tamaño grande (>0,25) favorecen los procesos respirativos, sin 
embargo, ocasionan una disminución el área superficial por unidad de volumen, lo 
que puede verse reflejado en una disminución del crecimiento aéreo del 
microorganismo, como por ejemplo en los organismos filamentosos ya que el 
micelio aéreo no tendrá una disponibilidad de espacio adecuada de tal manera que 
le permita crecer de manera óptima.  
 
Es por esto que la selección del sustrato y la optimización  de los componentes 
nutricionales es un factor crítico para obtener buenos rendimientos en cuanto en el 
producto de interés las  tasas de crecimiento microbiano.  
1.2.2 Temperatura  
El crecimiento microbiano en fermentaciones en estado sólido genera calor, se reporta que 
aproximadamente entre 100 a 300 kJ de calor por Kg de biomasa es generado en un 
proceso de FES, adicional a esto las matrices utilizadas tienen valores de conductividad 
muy bajos lo que  genera gradientes de temperatura y  problemas considerables con la 
transferencia de calor (Manpreet et al., 2005). 
Los problemas con la transferencia de calor pueden ser los causantes en la prolongación 
de la fase de adaptación del microorganismo ocasionando disminución del crecimiento 
celular, deshidratación del medio y desviaciones metabólicas indeseables (Gutierrez, 
Aboul, Auria, Revah, & Favela, 1996). 
A pesar de que el seguimiento y control de la temperatura es un factor limitante en los 
procesos de FES existen estrategias para  disipar el calor, entre estas sobresalen los 
métodos de conducción y convección forzada. Los métodos de convección forzada 
requieren suministros de aire que generan deshidratación al sustrato y utilizan el calor 
latente de vaporización del agua, para eliminar el calor metabólico de manera rápida y 
efectiva (Cruz, 2014) 
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Para el desarrollo a nivel industrial de las fermentaciones en estado sólido, existen dos 
parámetros que son cruciales; la temperatura y humedad, lo que significa que es necesario 
realizar mediciones periódicas de humedad del medio, humedad relativa y temperatura, 
adicional a estos factores, el  tipo de biorreactor seleccionado (el cual puede proveer o no 
agitación) es determinante para el control de la temperatura y la transferencia de calor en 
el sistema.  Entre las alternativas para la  eliminación de calor metabólico está la inyección 
de aire forzado a través del lecho o el enfriamiento evaporativo  
1.2.3 Efecto y control del pH  
Al igual que en los cultivos sumergidos  el control de pH es un factor de gran importancia, 
sin embargo, el control de este parámetro en los procesos de  FES  es complicado, puesto 
que los electrodos utilizados para detectar cambios no están acondicionados para matrices 
sólidas. Los cambios en el pH están asociados al crecimiento del microorganismo, pueden 
haber caídas de pH alcanzando valores  menores a 7,0 debido a la producción de ácido 
carboxílicos por oxidaciones incompletas de los sustratos empleados o por hidrolisis de 
proteína (Krishna, 2005). Así mismo pueden ocurrir subidas del pH (valores mayores a 7,0) 
cuando se presenta liberación de amoniaco por procesos de desaminación de fuentes de 
nitrógeno como la urea.   
Sin embargo, los sustratos que se emplean para el proceso pueden tener sus propios 
sistemas de amortiguación  y adicional a esto se adicionan soluciones buffer al agua 
suministrada para el enfriamiento o hidratación del sustrato  (Durand & Chereau, 1988), 
teniendo en cuenta que el pH que favorece el crecimiento de hongos está en valores  entre 
3,5 y 6,0 (Pandey et al., 2000). 
1.2.4 Humedad y actividad del agua  
El agua juega un papel importante en el desarrollo de los procesos de FES  puesto  que 
es un factor limitante en este tipo de fermentaciones debido a la naturaleza del sustrato. 
En un sistema de FES  los cambios de humedad y de disponibilidad de agua pueden estar 
relacionados ya sea con el consumo; necesario para el crecimiento celular o hidrólisis de 
los componentes de la matriz (almidón o lignocelulosa)  o con  la producción debido  a 
procesos metabólicos.  
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Los valores de humedad relativa pueden variar desde un 30% hasta el  80%, sin embargo, 
los valores óptimos varían dependiendo del tipo de microorganismo y del producto de 
interés. Para un gran grupo de bacterias cultivadas por procesos de FES la humedad debe 
estar por encima del 70%, caso contrario de los hongos  que pueden cultivarse en rangos 
más amplios, desde el 20% hasta el 70% de humedad (Krishna, 2005). 
 
 “Gervais y Molin definen la actividad del agua como “la relación entre la presión parcial del 
vapor de agua en la solución gaseosa en el estado de equilibrio, con el agua adsorbida en 
el sólido y la presión de vapor del agua pura a la misma temperatura” (Gervais & Molin, 
2003) 
 
Lo anterior indica que el Aw es un parámetro medible e indica el agua que está  disponible  
para el desarrollo fisiológico de los  microorganismos y varía dependiendo del género  y 
especie. Por  ejemplo, para las  bacterias los rangos oscilan entre  0,90 a 0,99; para las 
levaduras de 0,80 a 0,90 y para los hongos de 0,60 a 0,70. La actividad del agua es 
dependiente de las concentraciones de solutos y esta intrínsecamente relacionada con 
factores como la agitación y la temperatura del proceso. Autores expertos en el tema 
aseguran que para el caso de los hongos una mayor disponibilidad de agua favorece los 
procesos de esporulación, mientras que cuando esta se  ve limitada  puede contribuir a la 
formación de micelio aéreo (Manpreet et al., 2005). 
 
Es importante resaltar que estos valores no son estrictos, es decir que los valores de Aw  y 
de humedad pueden variar dependiendo de la especie y cepa microbiana con la que se 
esté trabajando, teniendo en cuenta que valores superiores del 90% en humedad relativa 
del sustrato pueden disminuir la porosidad del sustrato ocasionando aglomeración de este,  
desaceleran la difusión  de oxígeno y puede favorecer el crecimiento de bacterias y otros 
hongos con requerimiento de humedad mayores perjudicando la calidad microbiológica del 
proceso.  Por el contrario valores de humedad menores del 50% disminuye la 
disponibilidad del sustrato ya que no permite una adecuada difusión de los solutos hacia 
la membrana celular y puede afectar metabólicamente el microorganismo empleado  (Oriol, 
Raimbault, Roussos, & Viniegra-Gonzales, 1988)  
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1.2.4 Factores Nutricionales  
Numerosos nutrientes (micronutrientes y macronutrientes) están implicados en  el 
crecimiento, formación de biomasa, procesos de esporulación y regulación de procesos 
metabólicos en los microorganismos. 
El carbono representa uno de los macronutrientes indispensables para la obtención de 
energía, el cual puede suministrarse principalmente a partir de monosacáridos fácilmente 
asimilables que permiten disminuir fases de adaptación como la glucosa, sacarosa, 
lactosa, rafinosa, maltosa, celobiosa, etanol y/o acetato de sodio (Krishna, 2005)  o también  
de polisacáridos principalmente como el  almidón; para el cual se requieren enzimas 
hidrolíticas para la asimilación de esta sustancia por parte de la célula. 
Adicional a la fuente de carbono, se encuentra el nitrógeno, el cual es necesario para la 
síntesis de proteínas y  aminoácidos. En  microorganismos filamentosos se ha reportado 
que la regulación del nitrógeno puede  estar asociado a procesos de esporulación. Las 
fuentes de nitrógeno empleadas para los procesos de FES pueden ser de dos tipos: 
orgánicas o inorgánicas, entre las cuales se destacan: tartrato de amonio, sulfato de 
amonio, nitratos, urea, peptona, y amino ácidos (Krishna, 2005). 
 
Los microelementos, junto con las fuentes de carbono y nitrógeno mejoran los procesos 
de crecimiento, producción de metabolitos y procesos de esporulación. Estos pueden ser 
metales, iones o aniones y su concentración varía de acuerdo al tipo y especie microbiana. 
Soccol y colaboradores  reporta microelementos como el fosforo, azufre, potasio, 
magnesio, calcio, zinc, manganeso, cobre, hierro  y cobalto principalmente para  para la 
obtención de biomasa, estructuras de resistencia y/o metabolitos secundarios en cultivos 
en estado sólido  (Soccol et al., 2017).  Adicional a esto, se ha estudiado que  vitaminas 
como  la tiamina, la biotina, y el ácido fólico favorecen los procesos de esporulación  para 
hongos nematofagos (Satchuthananthavale & Cooke, 1967)  
A continuación, se muestra la información  recopilada del estudio de las fuentes de 
carbono, nitrógeno y microelementos o sustancias inductoras que se han estudiado en la 
producción de esporas y/o clamidosporas en diferentes especies de hongos resaltando 
que es escasa la información para hongos nematofagos como D. flagrans en la Tabla 3.  
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Tabla 3   Estudios de fuentes de carbono para la producción de estructuras de 
resistencia en hongos y levaduras. 
Sustancia Concentración Microorganismos Resultados y observaciones 













Cambios de estructura 
de conidios a 
clamidosporas en 24 h 
Aumentar el stress 
osmótico con la adición 
de manitol  puede 
causar el cambio de 
conidios a 
clamidosporas 








4,2  g/L 






62,27±1,80 mg de 
biomasa/mL de medio 
A. conoides 
70,80±3,83 mg de 
biomasa/mL de medio 
M. cytosporum 
88,17±2,17 mg de 
biomasa/mL de medio 
 
 
Erlenmeyer    
(escala laboratorio) 
 






























conoides y          
D.  flagrans 
 
No se reportar un dato 
de concentración 
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Tabla 4 Estudios de fuentes de nitrógeno para la producción de estructuras de 
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Los iones nitrato 
están involucrados 
en la activación  o 
inactivación de la 
proteína MAP y en 



























(Gardner et al., 
2000a) 
 















Se observó un 66% 
de producción de 
clamidosporas 





















con la adición de 
Tween 80 a 10g/L 
se obtienen entre 
675 a 775 mg de 
biomasa seca 





















reporta que ácidos 
grasos y esteroles 
activan genes 






(Krishnamurty et al., 
2004) 
1.3 Tipos de biorreactores empleados en la FES 
Para los procesos de FES existen diferentes tipos de biorreactores, estos están 
diferenciados principalmente por el control en la aeración y agitación dentro del sistema. 
Existen cuatro grandes grupos de biorreactores  utilizados en los procesos de FES los 
cuales son fermentadores de bandeja (Tipo I), biorreactores de lecho empacado  (Tipo II), 
biorreactores de lecho rotatorio (Tipo III), y biorreactores mezclados y agitados (Tipo IV). 
A continuación, se presenta las características más relevantes de cada uno de los grupos 
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Tabla 5 Características generales de los biorreactores empleados en la FES. 
Tipo de 
fermentador 










En este tipo de 
biorreactores el 
lecho es estático, 
no hay circulación 
de aire en el 
interior del sistema 
(Mitchel, Krieger, & 
Berovic, 2006). 
Este tipo de 
biorreactores 
permite una alta 
carga de sustrato, 
aporta al 
microorganismo 











Kaur, & Bansal, 
2011) 
Esta tecnología de 
fermentación requiere de 
grandes áreas (cuartos 
de incubación) y 
bastante mano de obra 
(Durand, 2013). 
Este tipo de fermentador 
se usa cuando los 
procesos de 
esterilización no son tan 
exigente, adicional a 
esto la transferencia de 
masa y calor es limitada 
en este tipo de 
fermentadores (Dhillon 
et al., 2011) 
 
Biorreactores de 
lecho empacado  
En este tipo de 
biorreactor el lecho 
es estático o 




menos una vez por 
día) y se realiza 





calor y difusión de 




esterilizado in situ 
Debido a que no hay 
agitación o es limitada 
pueden presentarse 
problemas con la 
generación de calor, 
puesto que pueden 
presentarse gradientes 
temperatura (de abajo 
hacia arriba) en el 
sustrato lo que resulta en 
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aire de manera 
forzada (Mitchel et 
al., 2006) 
con el vapor 
generado del agua 





la deshidratación del 
lecho y puede perjudicar 






tambor rotatorio  
Biorreactores en 
los cuales el lecho 
es mezclado 
continuamente o 
con un intervalo de 
mínimo cada dos 
horas y existe una 
circulación de aire 
a través del 
sustrato pero no 
de manera forzada 
(Mitchel et al., 
2006). 
Al presentarse un 
mezclado 
constante el 
crecimiento de los 
microorganismos 
es más 




bandeja (Ali & 
Zulkali, 2011). 
Para trabajar con 
biorreactores de tipo III 
es necesario limitar la 
altura del lecho con el fin 
de lograr una buena 
transferencia de O2 y 
CO2 y así evitar la 
acumulación de calor (Ali 
& Zulkali, 2011). 
 
El uso de estos 
biorreactores se limita a 
microorganismos que 
toleran el estrés cortante 
(Grajales, Xavier, 






En este tipo de 
biorreactores el 
sustrato es agitado 
constantemente y 





del lecho y la 
aireación forzada 





parámetros de un 
La principal desventaja 
de este tipo de 
biorreactores es su alto 
costo y se necesita 
preparar el sustrato e 
inocularlo en otros 
equipos antes de hacer 
uso del reactor lo que 
puede favorecer 
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1.4 Caso de estudio: Fermentador de bandejas  
Los fermentadores de bandejas representan el grupo de biorreactores más antiguos para 
el cultivo en fase sólida puesto que han sido empleados durante varios siglos en la 
producción tradicional de alimentos fermentados a base de arroz como el koji y el  tempeh.  
En países desarrollados los  biorreactores de bandeja son usados  cuando la producción 
del producto de interés no se produce en grandes cantidades y/o en investigaciones 
preliminares.  caso contrario ocurre en  países latinoamericanos como Brasil, México, Cuba 
y Colombia (principalmente) donde es ampliamente utilizado  debido a que son procesos 
factibles económicamente, en cuanto a la inversión, desarrollo, mantenimiento y mano de 
obra.  Adicional a esto, el uso de sustratos de la agroindustria  permite tener menores 
costos de operación en comparación con el uso de medios sintéticos ya que  tienen macro 
elementos y micro elementos altamente disponibles para el desarrollo de hongos (Bautista, 
Mesa, & Gomez, 2018). 
Los fermentadores de bandejas constan principalmente de un soporte con un número 
determinado de bandejas individuales dispuestas una encima o al lado de la otra con 
espacios entre estas para favorecer la aireación. Las principales partes que hacen parte 
de un fermentador de bandejas son detalladas en la Figura 1. 
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Las bandejas pueden estar elaboradas de diferentes materiales principalmente madera, 
acero, metal o plástico y también puede usarse bandejas perforadas para mejorar la 
difusión de aire al interior del sustrato.  
 
Figura 1 Biorreactor de bandejas 
Cabe resaltar que parámetros como la temperatura y humedad son difíciles de controlar 
en este tipo de biorreactores, sin embargo al estar ubicados dentro de cuartos de 
incubación se puede hacer una circulación de aire (frio o caliente) en caso de ser  necesario 
para el proceso y la humedad relativa puede ser controlada mediante el paso de aire seco 
o saturado en el cuarto de incubación (Ali & Zulkali, 2011). 
1.5 Perspectivas y retos en el escalado de la FES  
La investigación y desarrollo de procesos biotecnológicos conlleva al menos tres etapas: 
estudios a escala laboratorio, seguido de  estudios en planta piloto y finalmente producción 
a escala industrial.  El escalado de procesos es un paso crucial en la transferencia de 
escala laboratorio a la producción comercial de un bioproducto.  El principal reto del 
escalado de procesos es que  el comportamiento del microorganismo y/o la obtención de 
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productos de interés sea similar o mejor a como se venía presentando a escala de 
laboratorio.  
Durante el proceso de escalado  el tipo de biorreactor empleado debe cumplir con los 
requisitos de la fermentación como:  manejo de aireación, control de humedad, control de 
temperatura, control de agitación, consumo de energía, prevención y control de 
contaminación y la medición de la productividad del proceso  junto  con estudios de análisis 
económico que permitan considerar costos de inversión y costos de producción 
El principal reto en el escalado de la FES es la remoción de calor, ya que se es complejo 
la eliminación de calor en sistemas de fermentación en los que se emplean sustratos 
solidos ya que el espacio entre partículas está ocupado por aire en comparación con 
cultivos en estado líquido en donde existe una fase acuosa continua. os problemas 
asociados con la transferencia de calor pueden afectar de manera negativa  la 
disponibilidad de agua en el sustrato alterando el comportamiento fisiológico del 
microorganismo,  afectando los rendimientos asociados con la producción de biomasa y 
consumo de sustrato, así mismo  se debe buscar alternativas viables para la producción 
masiva de inóculos ocasionando que la producción de estos se convierta en una operación 
unitaria adicional  en donde se debe asegurar la calidad microbiológica, el comportamiento 
metabólico y la viabilidad del microorganismo juntos con análisis del efecto de aireación  y 
agitación en el desarrollo del inóculo, otro problema puede estar relacionado con la 
esterilización del sustrato ya que al aumentar la cantidad de este se pueden ver afectado 
los perfiles de temperatura, alteraciones físico químicas del medio de cultivo y  degradación 
térmica de los nutrientes  
Son varias las herramientas que se emplean para el escalado de FES. Entre las cuales 
está el diseño experimental de un factor a la vez  en donde se estudian varias condiciones 
(una al tiempo) y estas  son ajustadas constantemente hasta que el proceso de escalado 
se considere eficiente. También, se puede hacer uso de similitudes geométricas de las 
condiciones estudiadas a escala de laboratorio y extrapolarlas a escala piloto, no obstante, 
a pesar de ser un método simple no garantiza que se obtengan resultados similares. 
Finalmente, se pueden usar modelos matemáticos capaces  de predecir las condiciones 
de operación en diferentes escalas. 
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1.6 Control biológico y hongos nematófagos  
El control biológico se define como “la acción que realizan parásitos, depredadores o 
patógenos para mantener la densidad de población de otro organismo a promedios más 
bajos de los que ocurren en su ausencia” (Gronvold, Henriksen, Larsen, Nanses, & 
Woltstrup, 1996). El control biológico puede dividirse en dos categorías:  
▪ Control biológico natural: Agentes nativos del ambiente controlan poblaciones 
enemigas  
▪ Control biológico aplicado: En el cual se hace una liberación de organismos 
específicos con una concentración establecida para minimizar la proliferación de 
agentes enemigos.  
 
Para el control de parásitos se han realizado investigaciones para hacer uso de nuevas 
estrategias de control biológico con microorganismo como  hongos nematófago.   
1.6.1 Hongos nematófagos  
Una alternativa de control biológico son los hongos nematófagos, estos son 
microorganismos eucariotas que  tienen la capacidad de atrapar, controlar y alimentarse 
de parásitos nematodos, y se considera como alternativa  de control biológico que ha sido 
reportada desde la década de los 90 y ha entrado en auge debido a los problemas 
ocasionados con los tratamientos químicos (Ortiz et al., 2017). 
 
Las estrategias de control biológico usando hongos nematófagos es  una alternativa viable 
debido a las  ventajas que presentan, entre las cuales se destacan ciclos de reproducción 
altos,  producción masiva de estructuras de resistencia, no son patógenos para los seres 
humanos ni para los animales rumiantes y tienen la capacidad de reducir poblaciones 
parasitarias (Marquez et al., 2016). 
 
La gran mayoría de especies de hongos nematófagos  pertenecen a la clase taxonómica 
Deuteromycetes, estos hongos habitan principalmente en suelos ricos en nutrientes y su 
clasificación está dada debido a sus características morfológicas y a la estrategia que usan 
para atrapar nematodos (Waller & Faedo, 1996). Según esto se pueden clasificar en:  
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▪  Hongos predadores: Estos hongos producen estructuras especializadas 
para el atrapamiento de nematodos  
▪  Hongos endoparásitos: Estos hongos invaden los nematodos mediante la 
formación de estructuras pegajosas que son capaces de penetrar la cutícula del 
nematodo.  
▪  Hongos ectoparásitos: Estos hongos atacan principalmente los huevos de 
parásitos  
 
Los géneros que más se destacan dentro del grupo de los hongos nematófagos son: 
Arthrobotrys sp, Dactylaria sp, Dactylella sp y Monocrosporium sp dentro de estos géneros 
existen más de 200 especies de hongos  (Orozco, Alvarez, Jimenez, & Acuña, 2009) 
 
El atrapamiento de nematodos por parte de los hongos nematofagos se debe a cambios  
morfológicos en sus estructuras, que consisten básicamente en la formación de trampas. 
Entre estos cambios estructurares se encuentran las siguientes estructuras morfológicas 
(Mendoza & Valero, 2009): 
a) Botones adhesivos: Estructuras microscópicas en forma de bulbos o botones 
que producen sustancias adhesivas en donde los parásitos quedan atrapados 
e inmovilizados  
b) Ramas o dedos adhesivos: Estructuras en formas de dedos o ramas que al igual 
que las anteriores excretan sustancias adhesivas como estrategia de 
atrapamiento  
c) Anillos simples: Estructuras circulares que tienen el mismo tamaño de los 
nematodos, en estas  estructuras los nemátodos son atrapados por 
deslizamiento a través del anillo.  
d) Redes adhesivas: Son redes adhesivas de anillos tridimensionales, estos son 
los órganos más comunes y también secretan sustancias adhesivas para el 
atrapamiento de nematodos  
e) Anillos constrictores: Son alteraciones morfológicas del micelio similares a los 
anillos simples, difieren de estos ya que los anillos constrictores están formados 
por tres células y en cuanto al atrapamiento este se hincha cuando el nemátodo 
entra en contacto con el anillo constrictor   
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1.5.2 Duddingtonia flagrans  
D. flagrans es un hongo micromiceto clasificado filogenéticamente dentro de la división 
Deuteromyces y de la familia Molinicea con estructuras hifales hialinas y septadas. Es uno 
de los organismos ampliamente estudiados como herramienta de control biológico de 
nematodos presentes en el ganado  ya que tiene la capacidad de producir modificaciones 
hifales e iniciar procedimientos de atrapamiento  en contacto físico con agentes nematodos 
(Bogús, Czygier, Kedra, & Samborski, 2005).  
D. flagrans produce dos tipos de estructuras de resistencia:  las primeras, son conidios con 
una pared delgada ubicados en la parte superior del conidióforo y las segundas, unas 
estructuras denominadas clamidosporas con una pared gruesa y originadas 
intercaladamente a lo largo de las hifas del hongo (Bogús et al., 2005).  En la Figura 2 se 
puede observar a modo de ilustración la morfología de los conidios, las hifas septadas, las 
estructuras de resistencia; clamidosporas y como realiza el atrapamiento de un nematodo 
mediante las modificaciones hifales tipo anillo constrictor. 
 
 
Figura  2  Conidios, atrapamiento de larvas y clamidosporas de D.flagrans           
(Gronvold et al., 1996) 
Las investigaciones en D. flagrans se han centrado en la producción de clamidosporas, y 
en el suministro de estas por vía oral a bovinos y caprinos principalmente debido a que son 
capaces de atravesar el tracto  gastrointestinal y logran sobrepasar condiciones adversas 
como: ambientes microaerofílicos o anaerobios, altas presiones osmóticas y temperaturas 
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de 38 a 42°C,  posteriormente  son eliminadas a través de  las heces y  con las condiciones 
medio ambientales adecuadas germinan dando origen a estructuras hifales que son las 
encargadas del atrapamiento de las larvas de los nematodos presentes en los pastizales  
(A. Da Silva et al., 2009) (Waller et al., 2001). 
 
Los estudios científicos de D. flagrans están más enfocados hacia la evaluación in vitro e 
in vivo de la acción de las clamidosporas, cabe destacar que son pocas las investigaciones 
realizadas en la producción a escala piloto de las estructuras de resistencia, a 
continuación, se muestran los estudios realizados para la producción masiva de 
clamidosporas en la Tabla 6.  
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2. Materiales y métodos  
2.1 Localización  
El desarrollo tecnológico del sistema de producción de clamidosporas de la cepa del 
hongo nematófago Duddingtonia flagrans fue realizado por el Grupo de Salud Animal de 
la Red de Ganadería y Especies Menores junto con el Grupo de Investigación del 
Departamento de Bioproductos de AGROSAVIA, ubicado en el Centro de Investigación 
Tibaitatá y localizado en el kilómetro 14 vía Mosquera, Cundinamarca 
2.2 Microorganismo 
Se empleó la cepa de hongo nematófago identificada como Duddingtonia flagrans, 
proveniente del Banco de Germoplasma de Microorganismos con Interés en Salud Animal 
(BGMSABV) de AGROSAVIA y codificada como BGMSABV-Df-Col-H-001-2014. Esta 
cepa se encuentra almacenada a -70oC en una solución de glicerol al 10 %p/v, en el C.I. 
Tibaitatá. El hongo D. flagrans fue seleccionado por su capacidad nematófaga demostrada 
en estudios previos. 
2.3 Evaluación del efecto de fuentes de carbono, fuentes 
de nitrógeno y sustancias inductoras sobre la 
producción de clamidosporas  
2.3.1 Reactivación del hongo D. flagrans  
A partir de un criovial proveniente del BGMSABV se realizó la reactivación inicial del hongo 
nematófago D. flagrans. Cada criovial contenía 3 discos de agar con biomasa fúngica del 
hongo.   Por lo tanto, cada disco se colocó en una caja de Petri con Agar Harina de Trigo 
(AHT; harina de trigo, 30 g/L, agar bacteriológico, 18 g/L) sin ajuste de pH, y se incubó a 
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una temperatura de   28 ± 0,5oC. Luego de 7 días de incubación, se realizó un segundo 
pase, tomando micelio del extremo radial del crecimiento fúngico de la primera caja, y 
sembrando por punción en AHT con un asa recta estéril. Este segundo pase se incubó 
bajo las mismas condiciones de temperatura y tiempo que el anterior. Las cajas de Petri 
del segundo pase se almacenaron a 4 ± 0,5oC hasta su uso.  
2.3.2 Producción del inóculo  
Para la producción del inóculo de D. flagrans se emplearon las cajas de segundo pase 
almacenadas, previa verificación de su pureza por tinción de Gram. De cada caja se 
obtuvieron discos de agar con micelio de 5 mm de diámetro. Tres discos fueron colocados 
en un recipiente tipo Erlenmeyer de 1 L, completamente aireado con 200 mL de Medio 
Sabouraud Modificado (MSM; sacarosa, 40 g/L, peptona, 10 g/L). Las condiciones de 
fermentación fueron: 150 rpm y 28 ± 0,5C° durante 7 días. Antes de su uso potencial como 
inóculo, se verificó la presencia de contaminantes (Anexo A) Una vez finalizada la 
fermentación, se determinó la concentración de biomasa seca (g/L), centrifugando el caldo 
de fermentación a 10000 rpm durante 15 min (Centrifuga Eppendorf, 5804/5804 Ra, 
Hamburg, Alemania), y recuperando el pellet de biomasa húmeda. El contenido de 
humedad se estableció mediante una balanza de humedad (Radwag Max, Modelo 50/1, 
Radom, Polonia). 
2.3.3 Producción de clamidosporas mediante FES  
El sustrato empleado para la fermentación en estado sólido fue arroz partido. Se colocaron  
35 g del sustrato en bandejas de aluminio (con dimensiones de: largo 10 cm, ancho 8 cm 
y alto 5 cm) y 45 mL de agua.  Posteriormente se llevó a cabo el proceso de esterilización 
a 105ºC durante 40 minutos y 20 psi y finalmente se inoculó el sustrato con 5 mL de inóculo.  
Las  bandejas se cubrieron con vinipel y  fueron ubicadas  en un cuarto de incubación, 
durante  14 días, 25±2°C, sin control de humedad y sin ajuste de pH inicial. 
 
2.3.4 Recuento de clamidosporas  
Se tomaron 5 gramos de cada una de las bandejas inoculadas con D. flagrans                                                        
(el muestro se realiza en 5 puntos de la bandeja de forma equidistante) y se mezclaron con 
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50 mL de Tween 80 a una concentración de 0,01% (p/v), posteriormente esta mezcla se 
licuó con una licuadora manual durante 5 minutos asegurándose que se separe la mayor 
cantidad de biomasa adherida al sustrato y finalmente la muestra es sometida a vórtex 
durante 5 minutos 
La determinación de la concentración de clamidosporas se realiza mediante la cámara de 
Neubauer, realizando el conteo de clamidosporas en los 4 cuadrantes externos de la 
cámara y se determinó con la ecuación 1 




𝑟𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 ∗ 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 ∗ 10000
4
 
2.3.5 Diseño experimental para la evaluación de las  fuentes de 
carbono, nitrógeno y sustancias inductoras  
Se realizó un diseño estadístico  Plackett Burman (PBD) para identificar los factores  
nutricionales como:  fuentes de carbono, fuentes de nitrógeno y / o sustancias inductoras 
que  pudieran  presentar un efecto en rendimiento del proceso de producción de 
clamidosporas de  D. flagrans (Plackett, R.L., Burman, 1964). 
La selección de las sustancias se realizó basados en los reportes bibliográficos 
relacionados con la producción de estructuras de resistencia en microorganismos 
filamentosos (Ver tabla 3).  
Se prepararon soluciones acuosas de las fuentes de carbono, fuente de nitrógeno y 
sustancias inductoras cada una  por separado y se añadieron antes de la esterilización al 
medio de fermentación (arroz partido) utilizado para la producción de clamidosporas.  
Se evaluaron doce sustancias nutricionales, con un total de 19 corridas experimentales. 
Cada variable se probó en dos niveles; alto y bajo que se denotan por (+) y (-) 
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La ecuación de regresión lineal del modelo está representada en la Ecuación 2   
 
Ecuación 2. Regresión lineal del modelo generado por el diseño de experimentos 
Plackett Burman  





Donde, Y es la variable de  respuesta o variable dependiente; β0 es la intersección del 
modelo; Xi es la variable independiente; βi es el coeficiente de regresión lineal. 
La variable de respuesta al día 3, 7 y 14 de la fermentación fue la productividad medida 
como las clamidosporas producidas por D. flagrans por gramo de sustrato seco por día 
(clamidosporas /gramo sustrato seco) 
El efecto de cada variable se determinó mediante un análisis de varianza unidireccional 
(ANOVA), con un valor p de  0,1 y un  nivel de confianza estadística del 90%, por lo tanto, 
se consideró que  cualquier variable con un intervalo de  confianza p < 0,1 representa un 
efecto significativo. El análisis estadístico del PBD se llevó a cabo utilizando el software 
Minitab 17.0 (Gao, Wang, Zhu, & Qian, 2013). 
 








Urea  X1 0 1 
Ácido oleico X2 0 8 
Nitrato de potasio X3 0 0,6 
Glicerol X4 0 4 
Peptona X5 0 0,4 
Sulfato de amonio X6 0 0,5 
Acetato de sodio  X7 0 0,5 
Tween 80   X8 0 8 
Manitol X9 0 4 
Cloruro de calcio  X10 0 1 
Sacarosa X11 0 3,8 
Cloruro de sodio   X12 0 0,7 
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2.3.6 Determinación del rendimiento  
El rendimiento  se determinó al día 3, 7 y 14 de la fermentación.  
Se tomaron 5 g del sustrato crecido con D.flagrans y se adicionaron 50mL de          
Tween 80 (0,1%v/v), para hacer un lavado de la biomasa y recuperar las clamidosporas 
producidas,  se licuo el sustrato y la solución de Tween utilizando una batidora Oster 
durante 5 minutos.  Al extracto obtenido se le determinó la concentración de 
clamidosporas descrito en la sección 2.3.4 por recuento en cámara de Neubauer y 
posteriormente calcular el rendimiento del proceso.  
El rendimiento del proceso  fue  expresado como: Clamidosporas producidas por 
gramo de sustrato seco  
 
2.4 Diseño experimental para establecer las condiciones 
físicas químicas de la fermentación sólida que 
favorezcan la producción de clamidosporas  
Para el desarrollo del objetivo N° 2   previamente se realizó la reactivación del hongo, la 
producción del inóculo y la producción de clamidosporas  descritas  en las secciones 
2.3.1, 2.3.2 y 2.3.3 respectivamente, y se mantuvo como variable de respuesta el 
rendimiento  expresado como (clamidosporas/gramo sustrato seco ) determinadas en el 
día 3, día 7 y día 14 de la fermentación en estado sólido  
El diseño experimental utilizado para evaluar los factores físico químicos más significativos 
que afectan la variable de respuesta fue un diseño factorial fraccional 1/16 con seis 
factores, evaluados en dos niveles; nivel alto (+1) y nivel bajo (-1) y tres repeticiones en el 
punto central. Las variables evaluadas fueron: relación agua sustrato, relación arroz y 
cascarilla  de arroz, volumen de inóculo, altura del lecho, adición de sulfato de amonio y 
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Tabla 8 Definición de las variables experimentales en el diseño factorial fraccionado 
Variables independientes  
Código Niveles  
 -1 1  
Sulfato de amonio  A 0,4 %p/p 0,8%p/p  
 























29 g de 




35 g de arroz 
 






Altura del lecho  F 0,4 cm 0,8 cm  
 
Se realizó un diseño central compuesto DCC con el fin de obtener un  modelo de respuesta 
del rendimiento de producción de clamidosporas de D.flagrans en función de los factores 
que presentaron un efecto significativo, el cual es descrito a continuación.  
• Metodología de superficie de respuesta  
Se utilizó un diseño central compuesto 22 (ortogonal) con cuatro puntos de estrella y ocho 
repeticiones en punto central, con un total de 16 experimentos para optimizar las 
concentraciones de los factores que presentaron un efecto significativo sobre el 
rendimiento (sulfato de amonio y acetato de sodio). Los factores fueron evaluados a dos 
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Tabla 9. Definición de variables experimentales en el diseño central compuesto (DCC) 
Variables independientes  
Niveles   
concentración (%p/p)  
-1 1 
Sulfato de amonio  0,25 1 
Acetato de sodio  0,3 1,2 
 
El modelo cuadrático para predecir el punto óptimo se expresó de acuerdo con la siguiente 
ecuación  
Ecuación 3. Ecuación cuadrática del diseño central compuesto 
𝑌 =  𝑏0 +  ∑ 𝑏𝑖𝑋𝑖 + ∑ 𝑏𝑖𝑖 𝑋𝑖
2 +  ∑ 𝑏𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗     
Donde Y es la variable de respuesta (clamidosporas/gramo de sustrato seco), b los 
coeficientes de regresión y X los niveles codificados de las variables independientes.  
2.4.1 Determinación del contenido de humedad  
La metodología usada para determinar el contenido de agua en las muestras de la 
fermentación en estado sólido está basada en la pérdida de peso de agua, para ello se  
sometió la muestra a desecación hasta  peso constante. Las muestras fueron  secadas 
en un horno convencional a una temperatura de 105 °C durante 24 horas.  El % de 
humedad fue  calculado mediante la ecuación 4.  
Ecuación 4. Ecuación para la determinación de humedad del sustrato 
% 𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 =  
𝑔 (𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 ℎ𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎) − 𝑔 (𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎)
𝑔 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 ℎ𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎 
∗ 100                              
2.4.1 Validación del modelo  
El intervalo de concentraciones evaluadas que  permitieron  maximizar el rendimiento de 
la fermentación  en el diseño central compuesto se validó mediante el desarrollo de tres 
fermentaciones.  Una vez culminado el tiempo de fermentación se obtuvo el rendimiento 
(numeral 2.3.5) y se comparó el valor experimental obtenido con el valor óptimo encontrado 
con el diseño. El ajuste de la validación del modelo se determinó como la relación entre el 
rendimiento obtenido  experimentalmente y el valor predicho por el modelo.  
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2.5 Evaluación de las condiciones seleccionadas en un 
fermentador de bandejas a escala planta piloto 
Para el desarrollo del último objetivo, se evaluó el cambio de escala del proceso usando 
un criterio geométrico. Se evaluó el cambio de escala en un fermentador de bandejas a 
escala planta piloto manteniendo las condiciones de temperatura y humedad establecidas 
en la escala de laboratorio.  
2.5.1 Formulación de la estrategia de escalado  
Con el objetivo de establecer la estrategia de escalado para el proceso de producción de 
clamidosporas, se seleccionó un criterio geométrico que permitiera mantener la 
proporcionalidad de las relaciones sustrato: área de la bandeja (g/cm2), agua: sustrato 
(mL/g) y cantidad de inoculo: sustrato (mL/g), se observan las variables de escalado de 
manera más detallada en la Tabla 10  
                    
Tabla 10 Condiciones de fermentación a escala laboratorio y a escala planta piloto 
Condiciones a escala de 
laboratorio (A) 
Condiciones en planta piloto 
(B) 
Ancho (cm) 10,4 Ancho (cm) 44 












Sustrato (g) 35 Sustrato (g) 820 
Bandeja escala laboratorio (A) Bandeja escala planta piloto (B) 
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Inóculo (mL) 5 Inóculo (mL) 120 
Agua (mL) 45 Agua (mL) 1055 
 
Inicialmente se determinó el área de la bandeja de aluminio para la producción a escala 
de laboratorio junto con las dimensiones de la bandeja plana de acero inoxidable del 
fermentador de bandejas,  empleando las dimensiones básicas de un rectángulo; largo y 
ancho.  
 
Área de la bandeja de aluminio mediana 
(BAM) 
 
Área de la bandeja plana de acero inoxidable 
(BAI) 
𝐴𝐵𝐴𝑀 = 𝐿 × 𝐴 
 
𝐴𝐵𝐴𝐼 = 𝐿 × 𝐴 
𝐴𝐵𝐴𝑀 = 12,7 𝑐𝑚 × 10,4 𝑐𝑚 
 
𝐴𝐵𝐴𝐼 = 70 𝑐𝑚 × 44 𝑐𝑚 
𝐴𝐵𝐴𝑀 = 132,08 𝑐𝑚
2 
 
𝐴𝐵𝐴𝐼 = 3080 𝑐𝑚
2 
A partir de una relación de proporcionalidad en términos de cantidad de sustrato por área 
de fermentación en cada bandeja, se determinó la cantidad de sustrato, volumen de inóculo 
y volumen de agua a emplear en las bandejas planas de acero inoxidable a escala planta 










Una vez establecido y evaluado el escalado del proceso de fermentación,   se  realizó un 
diseño experimental de  un factor  a la vez en el que se plantearon fermentaciones 
adicionales con el fin de evaluar  condiciones del proceso a escala planta piloto que podían 
ser mejorados,  con los siguientes factores fijos; área superficial, relación solido: líquido, y 
% de inoculo.  
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Los factores evaluados en cada una de las estrategias fermentaciones realizadas se 
detallan en la tabla  11.  
Tabla 11 Factores evaluados en  cada una de las estrategias de fermentaciones 
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• Descripción del biorreactor  
El fermentador de bandejas que se empleó para la elaboración de este trabajo pertenece 
a la planta de bioplagucidas de AGROSAVIA. Se utilizó un escabiladero fabricado en acero 
inoxidable que sirve como soporte a 16 bandejas, este fue ubicado en un cuarto de 
incubación con  control de temperatura, y control de humedad 
•  Preparación del sustrato 
El sustrato empleado (arroz partido) se dispuso en los dos tipos de  bandejas evaluadas, 
se utilizó una relación sólido agua de 1:1,28 posteriormente se esterilizó a 120°C, 20 psi 
durante 40 minutos.  
2.5.2 Inoculación e incubación  
Se realizó la producción del inóculo como se explicó en la sección 2.3.2. 
El sustrato fue inoculado con 14% v/p de inóculo y la  inoculación del sustrato fue  evaluada 
mediante dos estrategias de inoculación: directa en forma de zigzag y aspersión (Tabla 
11),  una vez finalizada la inoculación se ajustó la temperatura del cuarto de incubación a 
25±2°C y se dejó  que transcurriera la fermentación durante 14 días.  
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La humedad relativa y el tiempo en que se mantuvo la humedad relativa del cuarto variaron 
dependiendo de cada una de las estrategias evaluadas.  
2.5.3 Determinación del rendimiento y productividad de la 
fermentación  
A los días 7 y 14 a partir de la inoculación del sustrato se realizó la determinación del 
rendimiento de la fermentación descrito anteriormente en la sección 2.3.5 
La productividad fue expresada como clamidosporas por gramo de sustrato seco día 
expresada como (clamidosporas/gramo sustrato seco por día)  
2.5.4 Validación de las condiciones seleccionadas  
Las condiciones de fermentación que permitieron maximizar el rendimiento y la 
productividad de la producción de clamidosporas  se validaron mediante la producción de   
tres fermentaciones como lotes de producción.  Al finalizar el tiempo de fermentación de 
cada lote de producción se determinó el rendimiento (numeral 2.3.5), productividad, 
humedad, calidad microbiológica (Anexo A), la actividad nematófaga, y se realizó un 
análisis del proceso mediante la metodología de control estadístico de proceso (CEP)  
2.5.5 Desarrollo de lotes de producción de clamidosporas de      
D. flagrans a escala planta piloto en un fermentador de 
bandejas  
Se seleccionó la estrategia de fermentación número ocho  para la producción de tres lotes 
de fermentación a escala planta piloto (Tabla 11). La evaluación de los factores 
seleccionados para el desarrollo de tres lotes de producción se realizó con el fin de evaluar 
la reproducibilidad del proceso empleando un análisis de control estadístico de proceso 
(CEP) 
 La producción del inóculo de fermentación se realizó según lo descrito en la Sección 2.3.2, 
simultáneamente, se esterilizaron 400 g de arroz mezclado con 1055 mL de agua y se 
esterilizaron a 121oC durante 40 min. El montaje experimental se llevó a cabo en los 
cuartos de incubación ubicados en la Planta de Bioplaguicidas del Departamento de 
Bioproductos de AGROSAVIA, empleando unas condiciones de  90 % de humedad relativa 
Materiales y métodos  39 
 
y 25 ± 2oC durante las primeras 48 horas, y luego de ajustó la humedad a valores de 55-
60% durante los 12 días restantes,  el periodo de alta humedad inicial es necesario para 
garantizar el adecuado establecimiento del hongo en el sustrato de fermentación. 
Adicional a la determinación de rendimiento  y productividad según lo descrito en la sección 
2.5.4  se evaluó como variable respuesta la capacidad nematófaga al día 7 y día 14 de la 
fermentación y se llevó control de calidad microbiológico del proceso (Anexo A)  
2.5.6 Evaluación de la capacidad nematófaga  
1. Las clamidosporas provenientes del cultivo en estado sólido, (totalmente maduras) 
se dispusieron  en placas de Petri en  agar agua (Agar, 18 g L-1). Las placas se 
incubaron durante 3 días a temperatura ambiente (22 ± 2°C).  
2. A partir de larvas de Panagrellus redivivius en estado de desarrollo L3 y  
conservadas en medio liquido de avena, se preparó una suspensión de larvas con 
una concentración de 200 larvas infectivas/mL, se dispusieron 50 µL de la solución 
en las placas que contienen las clamidosporas y  se incubaron durante 48h a 
temperatura ambiente. 
3.  Después de las 48h  de incubación, el agar contenido en cada una de las cajas de 
Petri se dispuso  en el  aparato de Baerman. En  donde, el agar permaneció en 
estado de reposo  durante 48h, culminado el tiempo de reposo se recolectaron los 
tubos del aparato de Baerman  y el contenido de cada uno de los tubos se vertió 
sobre cajas de Petri para hacer el recuento de larvas recuperadas en cada uno de 
los tratamientos y en el control. El tratamiento control  consistió en agar agua con 
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El porcentaje de la capacidad nematofaga de D. flagrans se  calculó mediante la ecuación 
5 
 %  
Ecuación 5. Calculo de la actividad nematofaga de clamidosporas de D.flagrans 
% 𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑛𝑒𝑚𝑎𝑡𝑜𝑓𝑎𝑔𝑎 
=  
𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎𝑠 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎𝑠  𝑑𝑒𝑙  𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎𝑠 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡  







3. Resultados y discusión  
3.1 Evaluación del efecto de fuentes de carbono, fuentes 
de nitrógeno y sustancias inductoras sobra la 
producción de clamidosporas  
Para la producción de clamidosporas de D. flagrans en la fermentación en estado sólido y 
a escala de laboratorio, se evaluaron  sustancias nutricionales y su efecto sobre  el 
rendimiento de la fermentación  a través de un diseño estadístico de experimentos  Plackett 
Burman. A partir de una revisión  de la literatura, se identificaron doce sustancias entre 
ellas; fuentes de carbono,  fuentes de nitrógeno y sustancias inductoras, las cuales han 
sido  reportadas en diferentes estudios como sustancias implicadas  para la producción de 
esporas y clamidosporas de diferentes cepas de hongos (Tabla 3 y 4). 
A continuación, se muestran los rendimientos obtenidos en cada uno de los tratamientos 
realizados al día  3,7 y 14 de la fermentación.  
 
 



































Día 3 Día 7 Día 14
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El tratamiento que permitió obtener el máximo rendimiento al día 3 y día 7 corresponde al 
N°17, obteniendo valores de 3,60x107±1,07x106 y 5,17x107±3,09x106, este tratamiento 
experimentalmente no contiene ninguna adición de sustancias al medio de fermentación.  
Después de 14 días de fermentación, el experimento que permitió obtener el máximo 
rendimiento fuel el tratamiento N°8 alcanzando un valor de  6,26x107 clamidosporas/g.s.s. 
Adicional a esto el diagrama de Pareto (figura 4) para el día 14,  expone el efecto tanto 
positivo como negativo  de los factores evaluados, en donde se evidencia que los factores 
con incidencia positiva y significativa (p<0,1) fueron el sulfato de amonio (p= 0,057)  y el 
acetato de sodio (p = 0,081). Por otro lado, sustancias como el glicerol (p = 0,047), la 
peptona (p = 0,049), el nitrato de potasio         (p = 0,027),                  la urea (p = 0,001) y 
el ácido oleico   (p = 0,001) fueron significativos pero con  un efecto negativo sobre la 
producción de clamidosporas (Figura 4). 
 
 
   
Figura 4 Gráfico de Pareto de los efectos de la evaluación de las fuentes de carbono, las 
fuentes de nitrógeno y las sustancias inductoras al día 14 de fermentación  La variable de 
respuesta es el rendimiento dado como producción de clamidosporas/g sustrato seco. Los 
factores fueron nombrados (X1) Urea, (X2) ácido oleico, (X3) nitrato de potasio, (X4) glicerol, 
(X5) peptona, (X6) sulfato de amonio, (X7) acetato de sodio (X8) polisorbato 80, (X9 ) manitol, 
(X10) cloruro de calcio, (X11) sacarosa y (X12) cloruro de sodio 
 
 
Efecto positivo  Efecto negativo 
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Después de 14 días de fermentación no se observaron  incrementos  en la producción de 
clamidosporas, posiblemente causado por agotamiento del sustrato. Así mismo en la figura 
5, se evidencia que  la velocidad de producción de clamidosporas disminuye a medida que 
aumenta el tiempo de fermentación con una relación lineal teniendo un ajuste del 99%.  
 
 
Figura 5 Velocidad de producción de clamidosporas de D. flagrans 
 
Los resultados del día 14 presentaron  un buen ajuste con el modelo (Ecuación 6), con un 
valor de R2 de 91,21%, es decir que el  91% de la variabilidad del sistema bajo las 
condiciones experimentales evaluadas  se podría predecir  con los factores evaluados, y 
que el 9% restante correspondería a error aleatorio y experimental.  
 
A continuación, se presenta la ecuación ajustada del modelo para la variable de respuesta 















































Intervalo de tiempo (dias de fermentación) 
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Ecuación 6.Ecuación del modelo lineal de la evaluación de fuentes de carbono, 
nitrógeno y sustancias inductoras 
 
Clami/g.s.s = 1,413x107-1,583x106manitol -5,204x106glicerol -1,434x106sacarosa                                                    
-5,144x106peptona +4,913x106sulfato de amonio +2,581x105cloruro de sodio+4,409x106acetato de sodio                      
-1,480x106cloruro de calcio -2,269x106 Tween 80 -1,100x107urea -8,502x106acido oleico 
 
Entre las sustancias que presentaron un efecto negativo se encontraron  fuentes de 
nitrógeno orgánicas como la urea y la peptona e inorgánicas como el ion nitrato. Este efecto 
esta posiblemente asociado con la ruta de mineralización e inmovilización del nitrógeno, la 
cual ha sido estudiada en diferentes microorganismos aislados de matrices como el suelo 
(Geisseler, Horwath, Joergensen, & Ludwig, 2010). Cuando moléculas complejas de 
nitrógeno, en este caso urea y peptona se encuentran presentes en medios de producción, 
el microorganismo debe producir enzimas responsables de la hidrólisis de estos 
compuestos, causando un incremento en la fase de adaptación (tropofase). Contrario a lo 
que sucede cuando, están presentes fuentes de nitrógeno fácilmente asimilables como el 
amonio, donde, este es  transportado directamente por proteínas de membrana, 
reduciendo el consumo de energía y reprimiendo la utilización de fuentes de nitrógeno  
alternas, como nitrato (NO3-) y moléculas orgánicas (Geisseler et al., 2010).  
Al observar la figura 3, se observa que este fenómeno pudo haberse presentado en 
tratamientos como T2, en el cual   se emplearon las cuatro  fuentes de nitrógeno evaluadas, 
urea (X1), nitrato de potasio (X3), peptona (X5) y sulfato de amonio (X6) en el nivel superior, 
evidenciándose una fase lag de 3 días respecto al tratamiento control (sin adición de 
sustancias), T17, que terminó por afectar la productividad del tratamiento.  
 
Reportes científicos que estudiaron la producción de esporas  muestran que el efecto 
negativo de la urea en procesos de esporulación está relacionado con el hecho de que en 
algunos hongos la limitación de nitrógeno induce los procesos de esporulación. En hongos 
como Aspergillus niger y Penicillium griseofulvum la formación de conidios se ve favorecida 
con la disminución en la concentración de  fuentes de nitrógeno (Ooijkaas, Wilkinson, 
Tramper, & Buitelaar, 1999).  Así mismo, en el hongo Conythirium  minitans se encontró 
que bajas concentraciones (0-2 g/L) de urea o la ausencia de esta fuente de nitrógeno 
favorece en mayor medida la formación de esporas en comparación con altas 
concentraciones (>10g/L) (Ooijkaas et al., 1999).  
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El estudio de condiciones nutricionales se ha realizado en especies de hongos 
nematófagos como Paecilomyces lilacinus, Pochonia chlamydosporia, Hirsutella 
rhossiliensis y  H. minnesotensi principalmente, sin embargo, el estudio de condiciones 
nutricionales sobre la producción de clamidosporas en el género Duddingtonia sp no ha 
sido estudiado ampliamente.  
Las fuentes de carbono y nitrógeno tienen una influencia significativa en la producción de 
estructuras de reproducción y/o resistencia como conidios y clamidosporas en hongos, no 
obstante, estas fuentes nutricionales son específicas y pueden variar incluso para 
microorganismos de la misma especie.  
 
Respecto a las fuentes de carbono evaluadas en el ensayo, se logró identificar al acetato 
de sodio, como fuente de carbono  significativa  para la formación de clamidosporas. Este 
comportamiento ya ha sido reportado para otras especies de hongos como Phycomyces 
sp., y Blakeslea sp.,  investigaciones  realizadas por Kuzina y colaboradores demuestran 
que el ion acetato cumple con funciones regulatorias en el desarrollo y aumento de la 
producción de estructuras de reproducción asexual, así mismo  encontraron que  para 
géneros como Blakeslea sp se obtenía 25 veces más zygosporas/mm2 en un medio 
suplementado con ion acetato al 0,08% p/v  (Kuzina & Cerdá-Olmedo, 2006). 
Por otro lado, Gardner y colaboradores , evaluaron el efecto de la adición de acetato de 
sodio a una concentración de 1 %p/v sobre la producción de clamidosporas de D. flagrans 
en medio líquido, obteniendo una concentración de 1,16x105 clamidosporas/mL luego de 
25 días de crecimiento (Gardner, Wiebe, Gillespie, & Trinci, 2000b) 
Algunas investigaciones  explican que los ácidos carboxílicos de cadena corta (átomos de 
carbono menores a 5), como el ion CH3COO- (acetato) se convierten rápidamente en acetil 
CoA a través del ciclo de Krebs (ácido cítrico), estimulando la producción de ATP, energía 
disponible para la generación de estructuras de resistencia como las clamidosporas y/o 
zigosporas (Jing, He, Chen, Lu, & Ng, 2016). 
En este estudio la adición de polialcoholes como el glicerol  y el manitol  no indujo la 
producción de clamidosporas a niveles superiores en comparación con el t el tratamiento 
control. Sin embargo, Son y colaboradores (2012), evaluaron la adición de glicerol en un 
hongo productor de conidios; Giberella zeae, encontrando que con concentraciones 
alrededor del 4% p/p se evidencia un cambio conformacional de conidios a clamidosporas 
y  determinaron que este tipo de sustancias son empleadas por las células como una fuente 
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de reserva de energía en condiciones adversas. Por ejemplo, en un escenario de 
desequilibrio osmótico, la célula está en capacidad de realizar un proceso de acumulación 
intracelular de osmolitos activos para garantizar su supervivencia (Son, Lee, & Lee, 2012b). 
Sin embargo, en este estudio  estas sustancias no indujeron la formación de clamidosporas 
en D. flagrans  y tampoco cumplieron un papel en el desequilibrio osmótico puesto que no 
hubo estrés hídrico debido a que la humedad relativa del medio se mantuvo en valores 
superiores  al 55±5%.  
3.2 Evaluación de las condiciones físico químicas sobre 
producción de clamidosporas  
El estudio de las condiciones fisicoquímicas se llevó a cabo utilizando un diseño de 
experimentos fraccionado (1/16),  con  7 variables independientes: sulfato de amonio 
acetato de sodio, volumen de inóculo (mL), cascarilla de arroz (%), relación liquido: sólido, 
y altura del lecho con tres replicas en el punto central. 
 Los rendimientos  máximos obtenidos al día 3, día 7 y día 14 de la fermentación fueron de 
los tratamientos T19, T4 y T9 con valores de 2,99x106±1,17x106 ; 8,60x106±1,11x106 y 
4,51x107±1,13x106 respectivamente, en donde se evidencia que el  rendimiento máximo 
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Figura 6. Rendimiento de la producción de clamidosporas bajo la evaluación de 
condiciones físico químicas 
El diagrama de Pareto que se muestra en la figura 7, se puede observar los factores 
evaluados y la interacción de estos y el efecto sobre la producción de clamidosporas, 
evidenciando que  los factores con incidencia positiva y significativa sobre la variable de 
respuesta al día 14 de fermentación, son la interacción de dos sustancias, sulfato de 

































Día 3 de fermentación Dia 7 de fermentación Día 14 de fermentación
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Figura  7 Grafico de Pareto del efecto de las condiciones físico químicas en la 
producción de clamidosporas al día 14 de fermentación. La variable de respuesta es el 
rendimiento dado como producción de clamidosporas/g sustrato seco. Los factores 
fueron nombrados    como:        (A) Sulfato de amonio,  (B) acetato de sodio  (C) volumen 
del inoculo, (D) mezcla arroz: cascarilla de arroz, (E) relación agua sustrato, (F) altura del 
lecho 
 
Con el  análisis del modelo estadístico se obtuvo un grado de ajuste  del 92,71%, lo que 
demuestra que se puede modelar el  92% de la variabilidad del sistema bajo las 
condiciones establecidas. A continuación, se presenta la ecuación ajustada del modelo 
para la variable clamidosporas/g.s.s en función de los 7 factores evaluados. 
 
Ecuación 7. Ecuación del modelo lineal de la evaluación de condiciones físico químicas 
Clamidosporas/g.s.s = 1,530x107- 5,662x107 sulfato de amonio – 4,440x106 acetato de sodio                        
– 1,823x106 inóculo +2,973x106 agua: sustrato + 2,669x105 cascarilla de arroz + 4,317x106 altura del lecho 
+ 6,347x106 sulfato de amonio*acetato de sodio + 2,890x106 sulfato de amonio * inóculo + 1,285x106 sulfato de 
amonio* agua: sustrato +4,591x106 sulfato de amonio* cascarilla de arroz + 4,109x106 acetato de sodio* agua: sustrato 
– 1,443x106 acetato de sodio*altura del lecho -9,174x105 sulfato de amonio * acetato de sodio* agua sustrato                          
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Una vez seleccionado el sulfato de amonio y el acetato de sodio como las sustancias que 
presentaron un efecto positivo sobre la producción de clamidosporas de D.flagrans, se 
desarrolló la optimización del rendimiento en función de los factores significativos  (sulfato 
de amonio y acetato de sodio), y se generó  un modelo de superficie de respuesta utilizando 
un diseño central compuesto con 16  tratamientos.  
 
La figura 8 muestra  cada tratamiento y los resultados obtenidos (rendimiento) en los en 
los  días 7, 10 y 14. Se observó  que  hasta el día 14 de la fermentación se logra obtener 
el máximo rendimiento de 2,685x107 clamidosporas/g.s.s  en el tratamiento 16 con un 
incremento promedio del 6% entre el día 10 y el día 14. El tratamiento 16 corresponde a 
una concentración de sulfato de amonio de 0,625%p/p  y acetato de sodio de  0,725%p/p  
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Tabla 12. Matriz experimental del diseño central compuesto DCC 
Experimento  A B 
1*  0.625 0.750 
2 0.360 0.432 
3 0.360 1.068 
4 1.000 0.750 
5 0.250 0.750 
6 0.890 0.432 
7 0.890 1.068 
8 0.625 0.300 
9 0.625 1.200 
*El experimento 1 corresponde al punto central el cual tuvo 8 réplicas. A corresponde a la 
concentración de sulfato de amonio (% p/p) y B a la concentración de acetato de sodio 
(% p/p) 
Los resultados obtenidos con el  diseño de optimización fueron en promedio superiores en 
comparación con el diseño factorial fraccionado, lo que demuestra que las condiciones 
experimentales en  estas  fermentaciones fueron más favorables. 
 
A los datos obtenidos del DCC en el día 14 de fermentación se aplicó un análisis de 
regresión múltiple, para esto se realizó una transformación a los datos con el fin de  obtener 
el mejor ajuste del modelo y la normalidad de los datos, la transformación aplicada fue la 
raíz cuadrada inversa generando una relación cuadrática con un ajuste de regresión del 
90,50%.     
 
La ecuación del diseño central compuesto obtenida se presenta a continuación:  
 
Ecuación 8. Ecuación cuadrática de la evaluación del sulfato de amonio y acetato de 
sodio con el DCC 
-Y-0,5 =  -0,0000214 – 0,000306 sulfato de amonio + 0,000174 acetato de sodio – 0,000803 sulfato 
amonio
2 + 0,000414 acetato de sodio2 + 0,001167 sulfato de amonio*acetato de sodio 
En el modelo planteado anteriormente se evidencia que para el diseño de optimización los 
factores que presentaron una incidencia positiva sobra la variable de respuesta 
(rendimiento) fueron  el acetato de sodio (p = 0,001) y la interacción de este con el sulfato 
de amonio (p = 0,003) (Anexo B).  
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Para visualizar de forma mucho más clara la interacción de los dos factores y su efecto en 
el rendimiento de la producción de clamidosporas, en la figura 9  se muestra una 
representación gráfica de la curva de la superficie de respuesta, esta fue de naturaleza 
convexa lo que sugiere que las condiciones óptimas fueron  bien definidas dentro del rango 
y las condiciones estudiadas.  Allí también se evidencia que  la presencia de sulfato de 
amonio en el rango de concentración de 0,25 a 0,35% p/p junto con el acetato de sodio de  
0,3 a 0,72 %p/p permite obtener el mayor rendimiento bajo las condiciones estudiadas. 
Adicional, en la gráfica de superficie de respuesta se puede observar que concentraciones 
superiores a 0,4 %p/p en sulfato de amonio  representan  disminución en el rendimiento, 
no obstante, ocurre lo opuesto con el acetato de sodio, ya que la disminución en el 
rendimiento se presenta a partir de concentraciones superiores al  0,8% p/p y en 
concentraciones por debajo de 0,4%p/p 
 
Utilizando el software Minitab V 17.0 se encontró un óptimo de rendimiento 
(clamidosporas/g sustrato seco) de 2,268x107 utilizando la combinación de sulfato 
de amonio de 0,250 %p/p y  0,5636%p/p de acetato de sodio.  
.  
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Figura  9 Diagrama de superficie de respuesta para el rendimiento en la producción de 
clamidosporas al día 14 de la fermentación 
En comparación  con  investigaciones  que evalúan la producción de clamidosporas 
específicamente de D. flagrans, solo existe un estudio que evaluó la producción de estas 
estructuras en dos fases (cultivo sumergido y posteriormente cultivo en estado sólido) y 
concuerdan con los resultados obtenidos en este estudio, en que la fase líquida promueve 
el crecimiento hifal del microorganismo mientras que el cultivo en estado sólido permite el 
cambio morfológico del micelio a la formación de clamidosporas (Santurio et al., 2009).  No 
obstante, el estudio llevado a cabo por Santurio et al. permitió obtener un rendimiento de 
1,5x106 clamidosporas/g sustrato seco en un tiempo de fermentación en 30 días lo que 
significa una productividad de 5x104 clamidosporas/ g sustrato seco día (clami/g.s.s.dia) , 
los resultados obtenidos en esta investigación permiten tener un rendimiento máximo a 
escala de laboratorio (bandeja de aluminio)  de 2,68x107 clamidosporas/g sustrato seco en 
un tiempo de fermentación de 14 días  lo que representa una productividad del 1,91x106 
clamidosporas/g sustrato seco día,   lo que significa que se obtiene un resultado 500 veces 
mayor en comparación con Santurio y colaboradores.  
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3.3 Validación del modelo  
La validación del modelo se realizó con la combinación de las concentraciones  óptimas 
de los factores que permiten  predecir el mayor rendimiento, encontrada en el numeral 3.2.  
(Sulfato de amonio 0,250% p/p y acetato de sodio 0,5636% p/p). Se realizaron 8 
fermentaciones para la validación del modelo bajo las siguientes condiciones  de 
fermentación:   temperatura de incubación de  25±2°C, altura del lecho de 0,8cm, relación 
líquido-sólido de 1:1,28, volumen del inóculo de 5mL y  sin control de humedad. 
Los datos del valor experimental de cada uno de las fermentaciones se muestran en la 
tabla 12, el promedio de los datos experimentales fue de 2,72x107, este valor supera en 
promedio un 18% el valor predicho por el modelo cuadrático,  teniendo en cuenta el 
intervalo de confianza  el cual indica que los valores experimentales pueden estar dentro 
del rango de 1,026x107 hasta 8,061x107 este valor ajusta dentro del modelo obtenido.  
 
Tabla 13 Datos experimentales  y predicho del modelo obtenido  para el rendimiento d en 



















CV (%) 0,37% 
 
Una vez obtenidas las concentraciones de las sustancias que permiten obtener una mejora 
en el rendimiento del proceso, se evaluó el efecto de estas sobre la actividad biológica del 
hongo, con el fin de conocer posibles efectos sobre el atrapamiento in vitro de larvas.  
En este estudio, D. flagrans mostró una capacidad in vitro de atrapamiento  de 96.2 ± 3% 
sin la adición de sustancias. Sin embargo, las clamidosporas obtenidas del proceso de 
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FES con adición de sulfato de amonio y acetato de sodio a 0,250%p/p y 0,5636% p/p 
mostraron una reducción del 18% en su capacidad depredadora (Figura 10) 
 
Figura  10 Efecto del sulfato de amonio y acetato de sodio sobre la actividad biológica de 
D. flagrans 
 
Varias investigaciones demuestran que la  reducción de la actividad biológica está 
asociada con concentraciones elevadas  de fuentes de carbono o nitrógeno presentes en 
el medio de cultivo, las cuales varían  dependiendo de la especie y comportamientos 
fisiológicos del microorganismo. Adicionalmente para alcanzar valores entre el 80-90% en 
actividad biológica   el micelio debe estar   en contacto  con larvas de nematodos (Scholler 
& Rubner, 1994). En la evaluación de la actividad biológica de D.flagrans llevada a cabo 
en este estudio  las clamidosporas estuvieron en contacto permanente con larvas de 
nemátodos, no obstante, con la presencia de fuentes de carbono adicionales al medio de 
fermentación, como el sulfato de amonio y el acetato de sodio  repercuten en la disminución 
de la actividad nematófaga.  A pesar  de realizar lavados de la biomasa para la evaluación 
in vitro de la actividad nematofaga, pueden estar ocurriendo procesos de absorción y/o 
adsorción en la formación de clamidosporas de      D. flagrans, lo que conlleva al 
almacenamiento de estas sustancias al interior de la célula y ser fuente de reservas de  
carbono y nitrógeno lo cual genera una represión  de la formación de trampas y así no se 
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Dijksterhuis et al informan que, para la formación significativa de trampas, los hongos  
nematófagos  se deberían  cultivar en un medio con bajo  contenido de  sales minerales y 
bajo contenido de nutrientes, ya que los medios ricos en nutrientes limitan la formación de 
trampas en la mayoría de hongos nematofagos, incluidos D. flagrans. Adicionalmente, 
Anan´kol et al estudiaron el efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno en la 
formación de la trampa de D. flagrans F_882, encontrando que los iones de amonio de 
fuentes como NH4Cl y NH4NO3, en concentraciones de 0,2 a 0,5%p/p permitieron un buen 
desarrollo de trampas, sin embargo, una mayor concentración de iones de amonio (0,8%) 
no favorece  la producción de trampas (Anan’ko & Teplyakova, 2011). 
 
Para la metodología de optimización de este estudio, se utilizó una concentración de 0,25% 
p/p de sulfato de amonio, lo que equivale a 0,068%p/p  de iones amonio,  siguiendo lo 
reportado por Anankol et al, no  debería esperarse una disminución en la formación de 
trampas ni en la capacidad de atrapamiento. Sin embargo, la cepa de          D. flagrans 
(cepa de AGROSAVIA)  utilizada en este estudio tiene un comportamiento diferente en 
cuanto sensibilidad a iones amonio en comparación con la estudiada por Anan ko et al. 
(Anan’ko & Teplyakova, 2011). Por lo tanto, se decidió realizar unos ensayos 
complementarios para evaluar el efecto sobre  el rendimiento y sobre  la actividad biológica  
de concentraciones más bajas de sulfato de amonio; 0%p/p, 0,05%p/p y 0,15%p/p y 
manteniendo la concentración de acetato de sodio en 0,5636% p/p. En estos experimentos,  
se corroboró que, al disminuir la concentración de sulfato de amonio, aumenta la capacidad 
de atrapamiento, pero al mismo tiempo genera una disminución el rendimiento del 12%,9% 
y 1% respectivamente.  
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Figura  11. Rendimiento (barras; eje izquierdo)  y   capacidad nematofaga  (línea 
punteada)  bajo diferentes concentraciones de amonio en la concentraciones de sulfato 
de  amonio Los tratamientos corresponden a A = 0,0 %p/p de sulfato de amonio y 
0,5636%p/p de acetato de sodio, B = 0,05%p/p de sulfato de amonio y 0,5636%p/p de 
acetato de sodio y C = 0,15%p/p de sulfato de amonio y 0,5636% p/p de acetato de 
sodio). Las barras de error representan el porcentaje de error de las tres réplicas de 
experimentos realizadas. 
En este estudio se obtuvo un rendimiento promedio máximo de 1,94x107 sin la adición de 
sulfato de amonio y acetato de sodio, en comparación con la adición de sustancias se logró 
un incremento en el rendimiento del 39% en comparación con el sustrato natural estándar 
(arroz partido).  Aunque se logra un incremento en el rendimiento,  la adición de estas 
presenta un efecto negativo sobre la actividad biológica, de tal manera que se decide no 
utilizar estas sustancias para la evaluación a escala piloto en el fermentador de bandejas.  
3.4 Escalado de la fermentación en estado solido en un 
fermentador de bandejas a escala planta piloto 
Posterior a la selección de condiciones de fermentación a escala de laboratorio se evaluó 
el cambio de escala   empleando bandejas de acero inoxidables las cuales fueron  ubicadas 
en un fermentador de bandejas  sin agitación y  sin aireación. Las condiciones de 
fermentación a escala de laboratorio fueron: 35 g de sustrato (arroz partido) 5mL de 
inóculo, relación sólido agua de 1:1,28, altura del lecho de 0,8 cm, sin ajuste de pH, sin 
ajuste de humedad, y sin adición de sustancias. Con la estrategia de escalado de relación 
geométrica la condiciones para la fermentación a escala planta piloto fueron:  820 g de 
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pH, humedad relativa del 55% y sin adición de sustancias. (Corresponde a las F1 de la 
tabla 14)  
Una vez realizado el estudio del cambio de escala del proceso de fermentación, se 
estudiaron factores como el método de inoculación, el tiempo, y el porcentaje de la 
humedad relativa. Estos estudios se realizaron cambiando un factor a la vez, y se buscaba 
mejorar el rendimiento y/o productividad del proceso de fermentación a escala planta piloto. 
Los factores evaluados se presentan en la Tabla 14. 
 
Tabla 14 Factores evaluados en  cada una de las estrategias de fermentaciones 
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 En  el escalado del proceso se deben tener variables de respuesta adicionales al 
rendimiento, como la productividad, la actividad biológica y controles microbiológicos. En 
este estudio se establecieron límites máximos de contaminación microbiológica  para cada 
una de las estrategias de fermentación, el cual establece que  el recuento total de 
contaminantes (bacterias, hongos y levaduras) no debe superar el 5% del principio activo 
y los valores de la actividad biológica no deben ser inferiores al   90 %.  A continuación, se 
muestran los rendimientos obtenidos de cada una de las estrategias de fermentación 
evaluadas en el día 7 y día 14 (Figura 12).  
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Figura  12. Rendimiento obtenido en las diferentes estrategias de fermentación a escala 
planta piloto 
 
La estrategia de fermentación  N°1 se realizó con el objetivo de evaluar las condiciones 
establecidas  a escala de laboratorio teniendo en cuenta las relaciones geométricas 
descritas en el Anexo B, en esta primera estrategia se obtuvo un rendimiento de  1,76x107 
clamidosporas/g.s.s. (día 14), sin embargo se presentaron problemas en la 
homogenización y remoción del calor del sustrato, lo que causó  la deshidratación del 
medio afectando a la actividad nematófaga de las clamidosporas ya que no se alcanzó  el 
valor mínimo establecido (Figura 13). 
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Figura  13. Actividad nematófaga de las estrategias de fermentación evaluadas a escala 
planta piloto 
Con el fin de mejorar la homogenización del sustrato se modificó la estrategia N°1, 
planteando la estrategia de fermentación N°2,  en la cual se usó  la  misma cantidad de 
sustrato (820g) pero se logró tener una altura de lecho uniforme  de 1±0,5  cm. El 
rendimiento de clamidosporas obtenido en la estrategia N°2 presentó una disminución 
estadísticamente no significativa del 2%  respecto a la estrategia N°1 en el día 7 de 
fermentación. Sin embargo, para el día 14 el rendimiento presentó una reducción 
estadísticamente significativa del 5% entre las estrategias. Cabe destacar que la 
homogenización del sustrato no resultó en un incremento del rendimiento, debido a que se 
sigue presentando deshidratación del sustrato, ya que los valores  de humedad relativas  
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Figura  14. Humedad relativa del sustrato al finalizar tiempo de fermentación de cada una 
de las estrategias de fermentación en escala planta piloto 
 
El fenómeno que puede estar ocurriendo en las estrategias de fermentación N°1 y N°2 
puede deberse a lo explicado por Chen (Chen, 2013) , ya que en la  tropofase o fase de 
formación de micelio se   generan  gradientes de temperatura, debido a la acumulación de 
calor metabólico, incrementando la temperatura del medio hasta  3°C,  generando 
evaporación del agua presente en el sustrato, conllevando a dificultades en la transferencia 
de masa y calor, afectando negativamente la estructura del sustrato y ocasionando un 
desarrollo más restringido de micelio por parte de D. flagrans (Chen, 2013). 
Adicionalmente, se evidenció que el hongo no colonizo todo el sustrato empleado. Estudios 
previos muestran  que al hacer una inoculación  homogénea solo  alrededor de un  34% 
de los poros del sustrato son  colonizados por el micelio (Chen, 2013). Por tal motivo en la 
estrategia N°3 se redujo  la cantidad de sustrato a la mitad del empleado en las estrategias 
N°1 y N°2. Sin embargo, esto tampoco  resultó en un incremento en la actividad biológica 
y tampoco mejoró el rendimiento del proceso.   
Como alternativa para disminuir la tasa de evaporación y la deshidratación del sustrato  en 
biorreactores de lecho fijo (en este estudio fermentador de bandejas), algunos autores 
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siguiendo esta alternativa se planteó la estrategia de fermentación N°4. Como lo evidencia 
la  tabla 14, se  elevó la humedad relativa durante las 48 h iniciales de la fermentación a 
un valor de 90±5%, esta estrategia resultó en valores estadísticamente diferentes respecto 
a las estrategias 1,2 y 3 con valores  de productividad de  2,47x107 y 3,75x107 
clamidosporas/g.s.s en el día 7 y día 14 respectivamente.  Esta estrategia permitió obtener  
una mejora en la productividad del proceso respecto a las estrategias 1,2 y 3 en un intervalo 
de 7-11%. 
 
 Estudios realizados por Arthurs et al,  concuerdan con los resultados obtenidos en este 
estudio; lo que indica que  valores >90% en humedad relativa  favorecen la producción de 
conidios o estructuras de reproducción  en hongos pertenecientes al filum Deuteromycetes 
(Arthurs & Thomas, 2001). 
 
 En estudios  realizados  por Cavalcante  et al (Cavalcante, Lima, Pinto, Gava, & Rodrigues, 
2008) para determinar el efecto de la humedad del sustrato en procesos de esporulación 
en hongos como Trichoderma sp, mencionan que humedades relativas del medio de 
fermentación con valores entre el 70% y 80% usando como sustrato arroz permite obtener 
un rendimiento máximo  de 2,20±0,05x108 conidios/g.s.s. Al comparar  el rendimiento 
obtenido por Calvalcante y este estudio, para D. flagrans se logró un rendimiento máximo  
3,75x107clamidosporas/g.s.s  después de 7 días de fermentación con una humedad 
relativa del medio de 58,925%. Esto muestra que en comparación con la producción de 
Trichoderma sp.,  hay diferencias del 35% en lo que sugiere prolongar el tiempo de 
humedad relativa durante la primera fase de la fermentación. 
 
Debido  a que la producción de clamidosporas de D. flagrans se ve favorecido con altos 
valores de humedad relativa, se planteó la estrategia N°5,  con el fin de evaluar la humedad 
relativa del 90±5% durante los 3 primeros días de fermentación. Esta estrategia no  mejoró  
el rendimiento, por el contrario, tuvo un efecto negativo (en comparación con la estrategia 
anterior)  con una reducción del 3,38% y 2,37% en el día 7 y día 14 respectivamente, esto 
se debe a que  mayores valores de humedad favorecieron el  crecimiento de especies 
diferentes a  D. flagrans superando el límite del 5% para contaminantes de origen 
microbiológico  (Figura 15) por tal motivo esta estrategia no es viable para la obtención de 
clamidosporas de D. flagrans. 
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Figura 15. Recuento total de contaminantes (UFC/g sustrato) en cada una de las 
estrategias de fermentación en escala de planta piloto 
 
Con la evaluación de las estrategias N°4 y N°5  se estableció que para la fermentación en 
estado sólido a escala de planta  piloto empleando un fermentador de bandejas se requiere 
de una humedad relativa del 95% durante las primeras 48 h de fermentación.  Con el  fin 
de evaluar alternativas adicionales  para el incremento en el rendimiento, se decidió 
recortar el sustrato (Estrategia N°6) obteniendo recortes de dimensiones de 182.21 cm2 . 
Esta estrategia la estudió  Xie (Arthurs & Thomas, 2001) para  mejorar la transferencia de 
calor  en el sustrato, sin embargo, en esta investigación para D. flagrans,  el recorte del 
sustrato no  presentó diferencias estadísticamente significativas en el rendimiento  
respecto a la estrategia N°4, lo cual difiere de los resultados reportados por Xie et al, en 
donde se evaluó el recorte del sustrato  con una área superficial de 67 cm2 para la 
producción de conidios de Beauveria bassiana, lo que resultó en un incremento del 45% 
respecto al control con un valor máximo de 3,94x109 conidios/g sustrato seco (Arthurs & 
Thomas, 2001). 
 
La recopilación de información de las diferentes estrategias planteadas permite obtener 
una relación entre el contenido de humedad del sustrato y la producción de clamidosporas.  
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del agua, el valor de Aw está asociado con la fase condensada del agua absorbida y 
correlacionada a la humedad relativa del sustrato, por lo tanto:  
 
Ecuación 9. Determinación del Aw 
 𝐴𝑊 = 𝑅𝐻/100           
Donde RH es humedad relativa  
 
En la figura 16,  se observa que las primeras tres estrategias resultan en valores entre 
0,33-0,46  de Aw para el día 7, en los que se obtienen  los menores rendimientos, de tal 
manera se hace necesario  que el tiempo final de la fermentación sea de 14 días con el fin 
de  obtener un rendimiento en el orden logarítmico de 107.  
Adicionalmente  se evidencia que valores entre 0,56- 0,60 permite obtener rendimientos 
superiores a 1x106 clamidosporas/g.s.s en el día 7 de fermentación,  lo que mejora la 
productividad del proceso en un 11% (estrategia 8 respecto estrategia 1)  y finalmente 
valores de Aw  superiores de 0,60  representan un incremento en el recuento total de 
contaminantes de origen microbiológico. Esto permite establecer una correlación entre  el 
valor de Aw y la producción de clamidosporas,  como se presenta en la figura 16,  en la 
que se observa dos tendencias dependiendo de los valores de Aw en la fermentación, ya 
que con valores de 0,56 hasta 0,60 la tasa de producción de clamidosporas es 5.4 veces 
mayor en comparación con valores de Aw  de 0,30 hasta 0,46.  
 
Figura 16. Valor de Aw determinada en cada de cada una de las estrategias de 
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Figura 17. Correlación entre datos de Aw y rendimiento de las estrategias de 
fermentación en el día 7 
 
Aunque para algunos hongos Deuteromycetes como Aspergillus niger se reporta que los 
valores de Aw para la producción de conidios está en intervalos de 0,93- 0,97, otras 
investigaciones mencionan que algunos procesos de esporulación se ven favorecidos bajo 
condiciones adversas,  lo que podría indicar que para D. flagrans los valores desde 0,56 
hasta 0,60 favorecen la producción de clamidosporas, estudios realizados por Ahmed   
establece que valores por debajo de 0,7  no son condiciones adecuadas para el 
crecimiento de microorganismos pero si para el desarrollo de estructuras de resistencia 
(Ahmed, 2017). Así mismo Feng y colaboradores estudiaron la producción de conidios de 
Verticillium lecanii y concluyeron que valores de humedad por debajo del 60% representan 
el menor rendimiento en producción de conidios; obteniendo un valor de 1,1x108 
conidios/g.s.s mientras que el valor de humedad  del 85% resultan en un incremento del 
10% en el rendimiento, (Feng, Liu, & Tzeng, 2000b). 
 
Una vez establecida la humedad relativa que favorece positivamente el proceso de 
fermentación; la cual debe estar en un 90% durante las primeras 48 h iniciales se realizaron 
mejoras en los procesos de inoculación. Con el propósito de disminuir el tiempo y mejorar 
la homogenización del inóculo en el sustrato, se empleó una bomba de aspersión manual 
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3,47x107 y 5,55x107 al día 7 y 14 respectivamente             (clamidosporas/g sustrato seco) 
(Figura 12). Resultando en un incremento del 5% Gracias a este incremento se logra 
disminuir el tiempo de fermentación de 14 a 7 días Figura 18.  
 
 
Figura 18. Productividad obtenida para cada estrategia de fermentación al día 7 y         
día 14 a escala planta piloto 
 
Finalmente se evaluó la estrategia N°8, se diferencia de la anterior del tipo de bandeja 
empleada, lo cual no  genera diferencias estadísticamente significativas en productividad 
ni rendimiento, y  permite un fácil manejo del sustrato disminuyendo la manipulación de 
este y el riesgo de contaminación microbiológica.  
3.4.1 Análisis de lotes de producción  
La estrategia seleccionada para realizar la validación de la producción de clamidosporas 
empleando un fermentador de bandejas a escala planta piloto, fue la estrategia N°8 cuyas 
condiciones de fermentación fueron las siguientes:  
• Humedad: 90±5% durante las 48 h iniciales de la fermentación  
• Temperatura:25±2°C / durante 7 días  
• Tiempo total de la fermentación : 7 días  
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• Volumen de inoculo: 60 mL  
• Volumen de agua : 540 mL 
• Tipo de inoculación: Aspersión manual  
• Tipo de bandeja : esmaltada  
 
Se realizaron 4 lotes de producción para validar la estrategia de fermentación con las 
condiciones establecidas (anteriormente mencionadas). Una vez recolectados los datos de 
los 4 lotes de validación realizados se analizaron los datos obtenidos de: rendimiento 
(clamidosporas/g sustrato seco) % de actividad nematofaga, y humedad final del sustrato 
mediante un análisis de control estadístico de proceso (CEP)  
 
Figura  19. Gráfica de control de la producción de clamidosporas/g sustrato seco en los 
diferentes lotes de validación realizados donde LSC = límite superior de control,        LC = 
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Figura  20. Grafica de control del porcentaje de actividad nematofaga en los diferentes 
lotes de validación realizados  
 
 
Figura  21. Grafica de control porcentaje de humedad final del sustrato en los diferentes 
lotes de validación realizados  
 
 
Las figuras 19, 20 y 21 muestran las gráficas de control X barra, la cual está representando 
el promedio de las mediciones de cada lote de producción, y  adicional a esto  establece 
límites máximos y límites mínimos estimados con la desviación estándar del proceso. Para 
cada variable de respuesta;  rendimiento, % de actividad nematofaga y humedad relativa 
final del sustrato se realizó una gráfica de control X barra.  Se puede establecer que todos 
los lotes de producción evaluados en cada una de las variables de respuesta están bajo 
control estadístico, no obstante el lote de producción N°2 tiende a acercarse al límite 
inferior de control, ya que es  el que registra el menor valor en el rendimiento y en la 
actividad nematófaga, esto se ve influenciado por los valores de humedad relativa final del 
sustrato, ya que se acerca al límite inferior de control, de tal manera que se  podría 
establecer que la producción de clamidosporas es un proceso que se ve afectado por 
mínimos cambios con la humedad relativa del sustrato.  
 
Adicionalmente, se realizó un análisis preliminar de costos de producción                             
(tabla 14, 15, 16) asociado al proceso de fermentación en el fermentador de bandejas, que 
compara dos tiempos de fermentación: 14 y 7 días. Los costos se dividieron en costos fijos 
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costos se incluyen materias primas para la obtención del inoculo y el sustrato empleado en 
la fermentación sólida  y costos variables los cuales cambian a de acuerdo con variaciones 
en el proceso de fermentación como tiempo de uso de equipos y tiempo de fermentación 
(tabla 15 y 16).  
Los datos para la estimación de los costos fijos se establecieron de la siguiente manera:    
precio  de la  peptona proveniente de una cotización de Merck, el precio del azúcar está 
dado por  Sector Agroindustrial De La Caña de Azúcar (Asocaña) el precio del agua por la 
empresa de acueducto y alcantarillado de Mosquera, y precio del arroz partido por el 
departamento de compras e inventarios de AGROSAVIA 
Los costos variables corresponden al uso de equipos e infraestructura. Los datos de uso 
de equipos se calcularon a partir del precio de la energía (Kw/h) recopilado de un histórico 
de datos de AGROSAVIA el cual está en un valor de 404,26 COP para el año 2018 y para 
el costo estimado del uso del cuarto de fermentación  se reporta un costo de $3.600.000 
COP anuales por m2 
Se encontró que la disminución en los tiempos de fermentación representa un ahorro del 
39% en los costos (Tabla 15 y 16), debido a que se disminuye el consumo de energía del 
calentador y el uso del cuarto de incubación.  









Unidades de la 
sustancia  














Agua 7029 $/m3  
0,02 m3 
140,58 
Arroz partido 148 1600 g 2368 
Costo fijo Total  18313 
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Tabla 16. Análisis de costos del proceso de producción de clamidosporas en un 













7 días  
humidificador  2 días  7179 
350695 
calentador  7 días  101873 
cuarto de 
incubación  
7 días  241643 
Costo fijo 18313 
total  369008 
 
Tabla 17. Análisis de costos del proceso de producción de clamidosporas en un 









$Kw/h Total  
Fermentación 
en biorreactor  
7 días  
humidificador  2 días  7179 
592339 
calentador  7 días  101873 
cuarto de 
incubación  
14 días  483287 
Costo fijo 18313 
total  610652 
 
Finalmente,  los resultados de esta investigación  permitieron desarrollar un sistema de 
fermentación  en estado sólido eficiente  para el hongo D. flagrans empleando arroz partido 
como sustrato. Siendo este el primer estudio realizado para la producción de 
clamidosporas de D. flagrans a escala de planta piloto, que reporta el mayor rendimiento y 
productividad en comparación con otros estudios realizados.  
 
4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
• Las fuentes nutricionales que presentaron un efecto significativo positivo en la 
producción de clamidosporas de D. flagrans a escala de laboratorio fueron el sulfato 
de amonio y el acetato de sodio, estas fuentes permitieron obtener el máximo 
rendimiento con  un valor  de 2,68x107 clamidosporas/ g sustrato seco después de 
14 días de fermentación, siendo superior en comparación del sustrato natural sin 
adición de sustancias con el cual se obtuvo un valor de 1,94x107 clamidosporas/g 
sustrato seco  
 
• A pesar de que se genera un incremento del 39% con la adición de sulfato de 
amonio y acetato de sodio en la producción de clamidosporas de D.flagrans  la 
adición de estas sustancias  causa  una reducción del 12% en la actividad biológica, 
obteniendo un valor por debajo de la actividad nematofaga mínima.  
 
• En el estudio a escala de planta piloto empleando un fermentador  de bandejas se 
encontró que es necesario un valor de humedad relativa del 90±5% durante las 
primeras 48 h de fermentación, ya que existe una relación entre el contenido de 
humedad final en el sustrato y la producción de clamidosporas.   
 
• Se logró establecer una estrategia eficiente de fermentación en estado sólido 
empleando un biorreactor de bandejas a escala de planta piloto. Logrando reducir 
el tiempo de fermentación de 14 a 7 días, obteniendo un principio activo con un 
rendimiento promedio  de 2,61x107 clamidosporas/g sustrato seco, capacidad 
nematofaga del 90%, bajo control microbiológico,  y reduciendo los costos de 
producción alrededor de un 45%. 
 




Estudiar el efecto de variables implicadas en la producción de inóculo de D.flagrans a 
mayor escala, empleando biorreactores de tanque agitado con el fin de incrementar la 
producción volumétrica o iniciar estudios acerca de la producción de clamidosporas en 
cultivo sumergido, así mismo se debe evaluar otro tipo de fermentadores para la 
producción de clamidosporas, como por ejemplo los reactores de lecho agitado con el fin 
de evaluar alternativas de mezcla del sustrato  para evaluar si existen mejoras respecto a 
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Anexo A. Control de calidad microbiológico de inóculos y fermentación en estado sólido  
A. Anexo: Control de calidad 
microbiológico a producción de 
inóculos y fermentación en estado 
sólido 
 
El control de calidad de los inóculos y la fermentación sólida se realizó determinando la 
presencia de contaminantes bacterianos, levaduriformes y hongos diferentes a D. flagrans. 
A continuación, se describen los procedimientos para cada uno.  
Preparación de la muestra (inóculo): Para determinar la presencia de contaminantes en 
el inóculo se tomó 1 mL de muestra  directamente del inóculo y se homogenizo en un 
agitador tipo vórtex  durante 60 segundos, posteriormente se realizaron diluciones seriadas 
hasta 10-2 con un volumen final de 1mL 
Preparación de la muestra (fermentación en estado sólido): Se tomaron 5 g de muestra 
de 5 puntos equidistantes (1 g por punto) del sustrato y se adiciono 50 mL de Tween 
(0,1%p/v), la muestra se homogenizó empleando una licuadora de mano en el nivel de 
intensificación 1 durante 5 minutos posteriormente se hicieron diluciones seriadas hasta 
10-6 con un volumen final de 1 mL 
 
Contaminantes bacterianos. A partir de las diluciones seriadas se sembraron 100 µl de 
la muestra en placas de Petri (por triplicado) en agar nutritivo.  Se incubaron a 28 ± 0,5°C  
durante 24 horas. Los resultados fueron expresados como unidades formadoras de colonia 
por mL (UFC/mL)  
Contaminantes levaduriformes. A partir de las diluciones seriadas se sembraron 100 µl 
de la muestra en placas de Petri (por triplicado) en agar extracto de malta y levadura (YMA). 
Se incubaron a 28 ± 0,5°C durante 48 horas. Los resultados fueron expresados como 
unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL) 
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Contaminantes fúngicos. A partir de las diluciones seriadas se sembraron 100 µl de la 
muestra en placas de Petri (por triplicado) en agar papa dextrosa (PDA). Se incubaron     a  
28 ± 0,5°C durante 48 horas. Los resultados fueron expresados como unidades formadoras 
de colonia por mL (UFC/mL) 
 
Para los inóculos se estableció un 0 % de tolerancia a la presencia de contaminantes, ya 
que de su pureza depende el crecimiento adecuado del hongo nematófago durante la 
fermentación sólida, por otra parte, para las fermentaciones en estado sólido se tuvo una 
tolerancia de 5 % en la presencia de contaminantes luego de los 14 días de fermentación, 
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B. Anexo: Relaciones de 
proporcionalidad para el cambio de 
escala 


















𝑊1 = 816,17 𝑔 ≈ 820 𝑔 
 
Donde  
W1 = peso del sustrato 1  
A1 = Área de la bandeja esmaltada  
W2 = peso del sustrato 2  
A2 = Área de la bandeja 2  















× 820 𝑔 






W agua 1 = Agua (mL) para hidratación del sustrato en bandeja esmaltada 
W agua 2 = agua (mL) para hidratación del sustrato en bandeja de aluminio  
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W inóculo 1 = mL de inóculo necesarios para la bandeja esmaltada  

































× 820 𝑔 
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C. Anexo: Tablas ANOVA de los 
diseños experimentales realizados 
Análisis de varianza (α=0,1) diseño Plackett Burman 
Análisis de varianza para el diseño de experimentos PB al día 14 de 
la fermentación   
Termino  Efecto  Coeficiente valor t  valor p  
Modelo    1,413X107 6,54 0,000 
Manitol  -3,167X106 -1,583X106 -0,73 0,487 
Glicerol -1,041X107 -5,204X106 -2,41 0,047 
Sacarosa -2,869X106 -1,434X106 -0,66 0,528 
Peptona -1,029X107 -5,144X106 -2,38 0,049 
Sulfato de amonio  9,827X106 4,913X106 2,27 0,057 
Nitrato de potasio  -1,201X07 -6,039X106 -2,8 0,027 
Cloruro de sodio  5,163X105 2,581X105 0,12 0,908 
Acetato de sodio 8,818X106 4,409X106 2,04 0,081 
Cloruro de calcio  -2,96X106 -1,480X106 -0,69 0,515 
Tween 80  -4,538X106 -2,269X106 -1,05 0,328 
Urea  -2,200X107 -1,100X107 -5,09 0,001 
Ácido oleico -1,700X107 -8,502X106 -3,94 0,006 
 
R-cuadrado = 9,21% 
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Análisis de varianza (α=0,2) diseño Factorial Fraccionado  
 
S= 1,221x107 
R-cuadrado= 92,71 %  






Análisis de varianza para el diseño de experimentos factorial fraccionado al día 14 de la fermentación  
Termino  Efecto Coeficiente  valor t  valor p  
Modelo    1,530x107 5,01 0,038 
Sulfato de amonio -1,132x107 -5,662x106 -1,85 0,305 
Acetato de sodio  -8,880x106 -4,440x106 -1,45 0,283 
volumen de inóculo  -3,647x106 -1,823x106 -0,6 0,611 
relación agua: sustrato  5,946x106 2,973x106 0,97 0,433 
% cascarilla de arroz  5,339x105 2,669x105 0,09 0,938 
Altura del lecho 8,635x106 4,317x106 1,41 0,293 
Sulfato de amonio y acetato de 
sodio  1,269x107 6,347x106 2,08 0,173 
Sulfato de amonio y volumen de 
inóculo  5,782x106 2,891x106 0,95 0,444 
Sulfato de amonio y agua: sustrato 2,570x106 1,285x106 0,42 0,715 
Sulfato de amonio y cascarilla de 
arroz  9,183x106 4,591x106 1,5 0,272 
Sulfato de amonio y altura del lecho  3,092x106 1,546x106 0,51 0,663 
Acetato de sodio y agua: sustrato 9,219x106 4,110x106 1,35 0,311 
Acetato de sodio y altura del lecho  -2,887x106 -1,444x106 -0,47 0,683 
Sulfato de amonio, acetato de sodio 
y agua: sustrato -1,835x106 -9,174x105 -0,3 0,792 
Sulfato de amonio y acetato de 
sodio y altura del lecho  6,786x106 3,393x106 1,11 0,382 
Punto central    1,769x107 2,3 0,148 
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Análisis de varianza del diseño central compuesto 
Análisis de varianza para el diseño central compuesto al día 14 de la 
fermentación  
Termino  Efecto  Coeficiente  Valor t  valor p  
Modelo    -0,000274 -15,25 0 
Sulfato de amonio  -0,00023 -0,000115 -6,4 0 
Acetato de sodio  0,00018 0,00009 5 0,001 
Sulfato de amonio2 -0,000113 -0,000056 -3,14 0,011 
Acetato de sodio2 -0,000084 -0,000042 -2,33 0,042 
Sulfato de amonio y 




R -cuadrado = 90,59% 
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D. Anexo: Matrices experimentales 
de los experimentos realizados  
Matriz experimental del diseño PB para la evaluación de fuentes de carbono, nitrógeno y 
sustancias inductoras  
Tratamiento X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 X12 
1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 1 1 
2 1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 
3 1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 
5 -1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 -1 -1 1 
6 1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 
7 1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 
8 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 1 
9 1 -1 1 -1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 
10 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 
11 -1 1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 1 -1 
12 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 
13 -1 -1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 
14 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 
15 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 
16 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 
17 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
18 -1 1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 
19 -1 1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 
20 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 
 
Matriz experimental del diseño factorial fraccionado para la evaluación de condiciones 



























1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
2 1 -1 -1 -1 1 -1 
3 -1 1 -1 -1 1 1 
4 1 1 -1 -1 -1 1 
5 -1 -1 1 -1 1 1 
6 1 -1 1 -1 -1 1 
7 -1 1 1 -1 -1 -1 
8 1 1 1 -1 1 -1 
9 -1 -1 -1 1 -1 1 
10 1 -1 -1 1 1 1 
11 -1 1 -1 1 1 -1 
12 1 1 -1 1 -1 -1 
13 -1 -1 1 1 1 -1 
14 1 -1 1 1 -1 -1 
15 -1 1 1 1 -1 1 
16 1 1 1 1 1 1 
17 0 0 0 0 0 0 
18 0 0 0 0 0 0 
19 0 0 0 0 0 0 
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